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GPR40 agonists, endogenous non-selective agonist docosahexaenoic acid (DHA) and oleic acid (OA), 
and synthetic selective agonist TAK875, on intracellular Ca2+, cAMP and lactate concentration in 
astrocytes labelled with  Ca2+-indicator (Fluo-4, AM) and genetically encoded FRET-based nanosensors 
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astrocytes express GPR40 and that stimulation with agonists of GPR40 (DHA, OA or TAK875) causes 
transient Ca2+ and persistent cAMP and lactate increases in astrocytes, suggesting that extracellular free 
FA can function as a signalling molecules regulating aerobic glycolysis and lactate production in 
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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
 
[Ca2+]i znotrajcelična koncentracija Ca
2+ 
[cAMP]i znotrajcelična koncentracija cAMP 
[laktat]i znotrajcelična koncentracija laktata 
0 mM glc (ZR) zunajcelična raztopina brez glukoze 
10 mM glc (ZR) zunajcelična raztopina z 10 mM glukozo 
AA arahidonska kislina (angl. »arachidonic acid«) 
ADRP/adipofilin/perilipin-2 protein, povezan z adipozno diferenciacijo (angl. »adipose 
differentiation-related protein«) 
AKAR2 poročevalec sprememb v aktivnosti protein-kinaze A, verzija 
2 (angl. »A kinase activity reporter 2«) 
ANLS hipoteza o izmenjavi laktata med astrociti in nevroni (angl. 
»astrocyte-neuron lactate shuttle hypothesis«) 
ANP atrijski natriuretični peptid 
ApoE apolipoprotein E 
AR adrenergični receptor 
Atip atipamezol (antagonist α2-AR) 
ATP adenozin trifosfat 
BODIPY 493/503 zeleno fluorescenčno barvilo za nevtralne lipide (LK) 
cAMP ciklični adenozin monofosfat 
CFP modrozeleni fluorescenčni protein (angl. »cyan fluorescent 
protein«) 
CŽS centralni živčni sistem 
DAPI označevalec jeder (4′,6-diamidino-2-fenilindolom) 
Dex deksmedetomidin (agonist α2-AR) 
DHA dokozaheksaenojska kislina (angl.«docosahexaenoic acid«) 
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EPA eikozapentaenojska kislina (angl. »eicosapentaenoic acid«) 
Epac1-camps poročevalec sprememb v [cAMP]i 
ER endoplazemski retikulum 
FABP vezavni protein za maščobne kisline (angl. »fatty acid binding 
protein«) 
FATP transportni protein za maščobne kisline (angl. »fatty acid 
transport protein«) 
Fluo-4, AM fluorescenčni Ca2+-indikator 
FRET Försterjev prenos resonančne energije (angl. »Förster 
resonance energy transfer«) 
FWHM širina signala na polovici najvišje intenzitete (angl. »full-width 
at half maximux«) 
GFAP glialni fibrilarni kisli protein 
GPCR z G-proteini sklopljeni receptorji (angl. »G-protein coupled 
receptors«) 
GPR120/FFAR4 receptor za proste maščobne kisline iz družine GPCR/receptor 
za proste maščobne kisline 4 (angl. »free fatty acid receptor 
4«) 
GPR40/FFAR1 receptor za proste MK iz družine GPCR/receptor za proste 
maščobne kisline 1 (angl. »free fatty acid receptor«) 
GPR81/HCAR1 laktatni receptor iz družine GPCR/receptor 
hidroksikarboksilne kisline 1 (angl. »hydroxycarboxylic acid 
receptor 1«) 
GW1100 antagonist receptorja GPR40/FFAR1 
Iso isoprenalin, (agonist β-AR) 
Laconic poročevalec sprememb v znotrajcelični koncentraciji laktata 
(angl. »lactate optical nano indicator from CECs«) 
LAMP1 lizosomski membranski protein 1 (angl. »lysosomal-
associated membrane protein 1«) 
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LC locus coeruleus 
LC3 označevalec avtofagosomov osnovan na MAP1LC3A, z 
mikrotubuli povezan protein lahke verige 3 (angl. 
»microtubule-associated protein 1A/1B light chain 3A«) 
LC-PUFA dolgoverižne polinenasičene maščobne kisline (angl. »long-
chain polyunsaturated fatty acids«) 
LK lipidna kapljica 
LTP dolgotrajno potenciranje (angl. »long-term potentiation«) 
MCT monokarboksilatni transporter (angl. »monocarboxilate 
transporter«) 
MD največji odmik na prepotovani poti (LK) (angl. »maximal 
displacement«) 
MK maščobna kislina 
mTFP monomerni modrozeleni fluorescenčni protein (angl. 
»monomeric teal fluorescent protein«) 
NA noradrenalin (agonist α-/β-AR) 
Nile Red rdeče fluorescenčno barvilo za nevtralne lipide (LK) 
OA oleinska kislina (angl. »oleic acid«) 
PE fenilefrin (agonist α1-AR) 
PKA protein kinaza A 
PPAR receptor, aktiviran s peroksisomskim proliferatorjem (angl. 
»peroxisome proliferator-activated receptors«) 
Prop propranolol (antagonist β-AR) 
PUFA polinenasičene maščobne kisline (angl. »polyunsaturated fatty 
acids«) 
ROS reaktivne kisikove zvrsti (angl. »reactive oxygen species«) 
s.n. standardna napaka 
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SIM mikroskopija superločljivostna mikroskopija s strukturirano osvetlitvijo 
(angl. »structured illumination microscopy«) 
sSLMV majhni sinaptičnim mešičkom podobni mikromešički (angl. 
»small synaptic-like microvesicles«) 
TAG triacilglicerol 
TAK875 agonist receptorja GPR40/FFAR1 
Tera terazosin (antagonist α1-AR) 
TL najdaljša prepotovana pot (LK) (angl. »track length«) 
Venus izboljšana verzija YFP 
vGLUT1 vezikularni glutamatni transporter 1 
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Celice glije, med njimi tudi astrociti, so dolgo časa obravnavali zgolj kot podporne celice 
nevronom v centralnem živčnem sistemu (CŽS). V nadaljnjih raziskavah so astrocitom pripisali 
številne pomembne funkcije, saj med drugimi aktivno sodelujejo pri uravnavanju homeostaze 
CŽS, sinaptičnem prenosu in dvosmerni komunikaciji z nevroni in energijski presnovi CŽS 
(Verkhratsky in Nedergaard, 2018). 
Prostorska razporeditev astrocitom omogoča privzem glukoze iz krvnega obtoka, ki jo lahko 
posredujejo nevronom ali jo shranijo v obliki glikogena. Ob povečani aktivnosti nevronov 
glikogen v procesu aerobne glikolize presnovijo do laktata in jim ga posredujejo kot hranilo 
(Hertz in sod., 2007; Belanger in sod., 2011; Falkowska in sod., 2015).  
Za razliko od presnove glukoze (Prebil in sod., 2011a; Kreft in sod., 2012), sta presnova in 
signaliziranje lipidov v astrocitih zelo slabo raziskana. Astrociti lahko vsebujejo lipidne kapljice 
(LK) (Falchi in sod., 2013); skladišča maščobnih kislin (MK) in sterolov v celici, katerih 
prisotnost je navadno značilna za patološke razmere v CŽS (Liu in sod., 2015; Shimabukuro in 
sod., 2016; Pennetta in Welte, 2018), vendar so mehanizmi nastanka in vloga LK v astrocitih še 
neraziskani. Znano je, da lahko astrociti in nevroni iz krvnega obtoka poleg glukoze privzemajo 
tudi lipide, ki predstavljajo kar 50 % suhe teže možganov in jih uporabijo za gradnike membran 
in energijske substrate (Bruce in sod., 2017; Barber in Raben, 2019). Osrednja vloga nevronov 
je prevajanje živčnih signalov, zato navadno ne vsebujejo energijsko bogatih molekul (tj. 
glikogena in LK). Presnovno podporo nevronom zagotavljajo astrociti (Belanger in sod., 2011), 
saj jim poleg glukoze in laktata, kot energijske substrate lahko posredujejo tudi presnovne 
produkte oksidacije lipidov (Guzman in Blazquez, 2001; Panov in sod., 2014; Romano in sod., 
2017). Lipidi, ki nastajajo ob razgradnji LK (Barber in Raben, 2019), ali pa se sintetizirajo de 
novo v možganih (npr. dokozaheksaenojska kislina (DHA)) oz. v možgane vstopijo preko 
krvno-možganske pregrade, lahko v zunajceličnini delujejo kot agonisti z G-proteini sklopljenih 
receptorjev (GPCR, angl. »G-protein coupled receptor«) za MK (Falomir-Lockhart in sod., 
2019) in aktivirajo znotrajcelično Ca2+- in ciklični adenozin monofosfat (cAMP)-signalno pot. 
Eden takih je receptor GPR40, ki je prisoten v CŽS sesalcev (Ma in sod., 2008; Khan in He, 
2017; Mao in sod., 2019). Endogeni agonist receptorja GPR40 je DHA, ω-3 polinenasičena MK, 
katere sinteza poteka tudi v astrocitih (Williard in sod., 2001). DHA ima nevroprotektivne 
lastnosti; ob poškodbah CŽS zviša aktivnost encima glutation reduktaza ali zmanjša tvorbo 
reaktivnih kisikovih zvrsti (angl. »reactive oxygen species«, ROS) in s tem zmanjša oksidativni 
stres (Hashimoto in sod., 2002; Wu in sod., 2007; Kim, 2014), vpliva na preureditev membran, 
kar lahko vpliva na aktivnost ionskih kanalov (Leaf in sod., 2002; Leaf in sod., 2005; Kim, 
2014), DHA je vir za sintezo lipidnih mediatorjev (Bazan, 2005; Serhan in Chiang, 2008; Kim, 
2014), preko jedrnih receptorjev, kot npr. retinoidni receptor X (de Urquiza in sod., 2000; Kim, 
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2014) lahko vpliva na izražanje genov (Kothapalli in sod., 2007). DHA je lahko vpletena v 
receptorsko posredovano signalno transdukcijo (Kim, 2014; Heras-Sandoval in sod., 2016) in s 
tem morda vpliva na presnovo glukoze in lipidov v astrocitih.  
V doktorski disertaciji smo želeli opredeliti subcelično lokalizacijo in mobilnost LK v astrocitih 
in raziskati vpliv zunajceličnih stresnih dejavnikov na kopičenje LK v astrocitih. S tem bi 
pripomogli k boljšemu razumevanju lastnosti LK in mehanizmov kopičenja LK v astrocitih v 
patoloških razmerah CŽS. Želeli smo tudi preveriti, ali lahko zunajcelične MK (npr. DHA) 
delujejo kot signalne molekule in preko aktivacije GPCR (npr. GPR40) na plazmalemi 
astrocitov vplivajo na znotrajcelično Ca2+- in cAMP-signalno pot. S tem bi lahko vplivale na 
presnovo glukoze, natančneje aerobno glikolizo in tvorbo laktata. Laktat se izloča iz astrocitov 
in lahko vstopa v nevrone, kjer se porablja kot alternativni vir energije. 
 
1.1 RAZISKOVALNE HIPOTEZE 
V nalogi smo si zastavili naslednje raziskovalne hipoteze: 
 
• Lipidne kapljice v astrocitih v kulturi so samostojni in mobilni znotrajcelični organeli. 
 
• Zunajcelični stresni dejavniki (npr. pomanjkanje hranil, presežek prostih maščobnih 
kislin, laktata) in/ali aktivacija z G-proteini sklopljenih receptorjev (npr. adrenergičnih 
receptorjev) na površini astrocitov povečajo tvorbo lipidnih kapljic v astrocitih v kulturi. 
 
• Aktivacija z G-proteini sklopljenih receptorjev prostih maščobnih kislin z endogenimi 
in selektivnimi sintetičnimi agonisti receptorjev vpliva na raven [Ca2+]i in [cAMP]i v 
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 ASTROCITI 
Rudolf Virchow je leta 1858 prvi opisal vezivno tkivo v možganih, ki ga je poimenoval 
»nervenkitt« oziroma nevroglija. Desetletje za tem je Camillo Golgi s pomočjo metode 
impregniranja tkiva s srebrom ugotovil, da nevroglija predstavlja samostojno in morfološko 
raznoliko populacijo celic v centralnem živčnem sistemu (CŽS). Šele leta 1893 je Michael von 
Lenhossek eno izmed skupin celic nevroglije na podlagi njihove zvezdaste oblike, poimenoval 
astrociti. Njihovo raznolikost je v histoloških študijah nadalje obelodanil Ramon y Cajal, od 
takrat pa so številne raziskave pokazale morfološko in funkcionalno heterogenost astrocitov, z 
aktivno vlogo v številnih procesih v CŽS (Oberheim in sod., 2012; Verkhratsky in Nedergaard, 
2018).  
V 19. stoletju so astrocite možganske skorje razdelili v dve podskupini (Oberheim in sod., 
2012): protoplazemske astrocite, ki imajo veliko majhnih razvejanih izrastkov in jih najdemo v 
sivini in manj razvejane fibrilarne astrocite, ki jih najdemo v belini, na stiku z Ranvierovimi 
zažemki (Tabata, 2015). V malih možganih in mrežnici so prisotni specializirani astrociti, 
Bergmanova glija (mali možgani) in Müllerjeve celice (mrežnica) (Kettenmann in Verkhratsky, 
2008; Oberheim in sod., 2012).  
Nevroglijo CŽS poleg astrocitov sestavljajo še oligodendrociti, ki okoli nevronskih aksonov s 
svojimi izrastki tvorijo mielinske ovojnice za hitrejši prenos akcijskih potencialov, imunske 
celice mikroglija in predniške celice oligodendrocitov in astrocitov, celice NG2+ (Oberheim in 
sod., 2012; Verkhratsky in Nedergaard, 2018). Celice nevroglije za optimalno delovanje CŽS 
nenehno sodelujejo med seboj in z nevroni (Allen in Barres, 2009).  
 
2.1.1 Značilnosti in vloga astrocitov v CŽS 
Astrociti so specializirane celice nevroglije CŽS, ki so po morfologiji in funkciji izrazito 
heterogene (Wang in Bordey, 2008), prav tako se med posameznimi področji možganov 
razlikujeta njihova gostota in prostorska razporeditev (Oberheim in sod., 2012). Za 
identifikacijo astrocitov v CŽS se uporabljata genetsko profiliranje in imunocitokemijsko 
označevanje celic (Verkhratsky in Nedergaard, 2018). Najpogosteje se označuje protein 
intermediarnih filamentov, glialni fibrilarni kisli protein (GFAP, angl. »glial fibrillary acidic 
protein«), ki pa se lahko izraža tudi v drugih reaktivnih celicah. Astrocite lahko prepoznamo 
tudi na podlagi izražanja Ca2+-vezavnega proteina S100β, glutamatnega transporterja GLT-1, 
vodnega kanala akvaporina 4, encima glutamin sintetaze in granul glikogena (Wang in Bordey, 
2008; Verkhratsky in Nedergaard, 2018).  
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Za razliko od nevronov so astrociti električno nevzdražne celice, saj ne generirajo akcijskih 
potencialov, njihov membranski potencial je hiperpolariziran (-85 do -25 mV) (Verkhratsky in 
Nedergaard, 2018). Na signale iz okolja se odzivajo s spremembo v znotrajcelični koncentraciji 
sekundarnih prenašalcev, kot sta Ca2+ in cAMP, kar imenujemo citoplazemska vzdražnost 
(Verkhratsky in sod., 2012; Vardjan in Zorec, 2015) in je posledica aktivacije metabotropnih z 
G-proteini sklopljenih receptorjev (GPCR) in ionotropnih receptorjev na membranah astrocitov 
(Wang in Bordey, 2008). Preko citoplazemske vzdražnosti uravnavajo številne celične procese: 
med drugim izločajo lastne signalne molekule t.i. glijotransmiterje (Zorec in sod., 2012), 
uravnavajo morfologijo (Vardjan in sod., 2014) in celično presnovo (Kreft in sod., 2012).  
 
Astrociti aktivno sodelujejo v številnih fizioloških in patoloških procesih v CŽS, kar jim 
omogoča njihova morfologija in značilna prostorska razporeditev. Številni tanki izrastki ene 
celice so lahko hkrati v neposrednem stiku z nevroni (npr. sinapsami, aksoni), krvnimi 
kapilarami in drugimi celicami (Tsacopoulos in Magistretti, 1996; Wang in Bordey, 2008). 
Protoplazemski astrociti v možganski skorji so organizirani v prostorske domene in zasedajo 
individualna področja v CŽS, ki se med seboj ne prekrivajo. Posamezen astrocit je tako lahko 
preko svojih izrastkov hkrati v stiku s številnimi sinapsami in endotelijem žil. Na ta način 
sodelujejo pri uravnavanju homeostaze ionov, uravnavanju krvnega pretoka, koordinaciji 
sinaptične aktivnosti, presnovi nevrotransmiterjev, energijski presnovi ter tako aktivno vplivajo 
tudi na višje funkcije CŽS, na učenje, vedenje in kognicijo (Oberheim in sod., 2012; Souza in 
sod., 2019).  
 
S svojimi izrastki pomembno sooblikujejo krvno-možgansko pregrado in s sproščanjem 
vazoaktivnih snovi (dušikovega oksida, prostaglandinov, arahidonske kisline) uravnavajo 
lokalni pretok krvi ter omogočajo prehod glukoze, kisika in vode (preko vodnega kanalčka 
akvaporina 4) v CŽS (Wang in Bordey, 2008; Mathiisen in sod., 2010; Belanger in sod., 2011; 
Alvarez in sod., 2013; Potokar in sod., 2016). Skupaj s pred- in postsinaptičnim nevronom 
oblikujejo t.i. tripartitno sinapso in iz sinaptične reže odstranjujejo presežek ionov K+ in 
nevrotransmiterjev ter tako preprečujejo njihovo nevrotoksičnost in zagotavljajo ustrezen 
prenos informacij v sinapsi (Simard in Nedergaard, 2004; Paixao in Klein, 2010). Izločajo tudi 
glijotransmiterje (npr. D-serin, adenozin trifosfat (ATP), glutamat, laktat), ki vplivajo na 
delovanje celic v njihovem lokalnem okolju (Zorec in sod., 2012; Stobart in Anderson, 2013; 
Souza in sod., 2019) in vplivajo na vzdražnost nevronov, sinaptični prenos in rast ter zorenje 
sinaps (Oberheim in sod., 2012; Zorec in sod., 2012).  
 
Astrociti se med seboj povezujejo s presledkovnimi stiki in oblikujejo sinciciju podobno mrežo, 
kar jim omogoči izmenjavo sekundarnih prenašalcev, ionov in produktov presnove (Giaume in 
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Liu, 2012; Oberheim in sod., 2012), ki z difuzijo potujejo na daljše razdalje in delujejo po načelu 
prostorskega prenosa informacij (Oberheim in sod., 2012).  
 
Astrociti so tudi izredno morfološko plastični, saj lahko spontano ali ob aktivaciji določenih 
receptorjev na membrani preoblikujejo izrastke, ki so v stiku s sinapsami in tako uravnavajo 
sinaptični prenos informacij (Wang in Bordey, 2008; Vardjan in sod., 2014). Njihova 
morfološka plastičnost je ključnega pomena pri učenju in nastanku dolgoročnega spomina 
(Hirrlinger in sod., 2004; Vardjan in sod., 2014). Astrociti v primerjavi z nevroni proizvajajo 
tudi večje količine antioksidantov in encimov za nevtralizacijo ROS in tako ščitijo pred 
škodljivimi učinki peroksidacije lipidov v membranah nevronov. Slednja lahko privede do 
razvoja nevrodegenerativnih bolezni (Belanger in sod., 2011). 
 
2.2 PRESNOVA V ASTROCITIH 
Možgani v človeškem telesu predstavljajo zgolj 2 % telesne mase, porabijo pa približno 20 % 
kisika in 25 % zaužite glukoze, zato so energijsko izrazito potraten organ. Večidel energije 
porabijo nevroni za vzdrževanje in obnavljanje ionskih gradientov na membranah in recikliranje 
nevrotransmiterjev (Belanger in sod., 2011). Čeprav so astrociti po številu primerljivi z nevroni 
(von Bartheld in sod., 2016), za svoje delovanje porabijo manj energije in se tudi optimalneje 
odzivajo na energijske potrebe CŽS (Belanger in sod., 2011). 
 
Zaradi idealne prostorske razporeditve in njihovih fenotipskih lastnosti se lahko astrociti 
učinkovito odzivajo na spremembe v njihovem mikrookolju, kar jim na eni strani omogočajo 
perisinaptični izrastki, s katerimi obdajajo sinapse in zaznavajo nevronsko aktivnost in na drugi 
strani širši vaskularni izrastki, ki na območju krvno-možganske pregrade privzemajo energijske 
substrate iz krvnega obtoka (Belanger in sod., 2011; Stobart in Anderson, 2013).  
 
Možgani kot primarni vir energije uporabljajo glukozo, ki jo privzemajo iz krvnega obtoka. 
Poleg glukoze lahko astrociti izrabljajo še druge energijske molekule. Ob povišani aktivnosti 
nevronov in intenzivni telesni aktivnosti lahko porabljajo laktat, ki nastaja v procesu aerobne 
glikolize ali pa ga privzemajo iz krvi (van Hall in sod., 2009; Belanger in sod., 2011). Med 
razvojem organizma in med stradanjem lahko iz krvnega obtoka privzemajo in presnavljajo 
ketonska telesa (Nehlig, 2004; Belanger in sod., 2011). Energijo lahko pridobijo tudi z 
oksidativno razgradnjo glutamata v Krebsovem ciklu (Belanger in sod., 2011; Kreft in sod., 
2012) in z β-oksidacijo MK v mitohondrijih astrocitov (Panov in sod., 2014; Romano in sod., 
2017). 
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2.2.1 Presnova glukoze v astrocitih 
Glukoza je preferenčni energijski substrat v fizioloških razmerah CŽS, njen privzem iz krvnega 
obtoka in znotrajcelična presnova je uravnana z aktivnostjo nevronov oz. sproščanjem različnih 
nevrotransmiterjev (npr. noradrenalin, ATP, glutamat). V astrocite glukoza vstopa preko 
glukoznih transporterjev GLUT1, katerih največja gostota je na perivaskularnih izrastkih na 
stiku s kapilarami. V citosolu astrocita se prosta glukoza z encimom heksokinaza fosforilira v 
glukozo-6-fosfat, ki lahko vstopa v različne presnovne poti: glikolizo, pentozafosfatno pot ali 
glikogenezo (Kreft in sod., 2012). Pri tem nastajajo vmesni produkti presnove (npr. laktat, 
piruvat, glutamat), ki se izločijo iz astrocitov in služijo kot vir energije tudi v sosednjih celicah 
(Belanger in sod., 2011).  
 
Splošno je sprejeto, da je glikogen v CŽS skoraj izključno v citoplazmi astrocitov (Falkowska 
in sod., 2015) in predstavlja pomemben rezervoar glukoze v stanju hipoglikemije ali v času 
povečane aktivnosti nevronov, ko potrebe po glukozi hitro narastejo (Souza in sod., 2019). 
Razgradnjo glikogena (glikogenoliza) vrši encim glikogen fosforilaza, ki se v CŽS izraža 
predvsem v astrocitih, proces pa je med drugim uravnan preko adrenergičnih receptorjev (AR) 
in noradrenalina (NA) ter povišane koncentracije ionov K+ v zunajceličnem prostoru 
(Magistretti in Allaman, 2015). Glukozo, ki pri tem nastane, lahko astrociti posredujejo 
nevronom ali pa jo v procesu aerobne glikolize presnovijo do laktata, ga izločijo v zunajcelični 
prostor, kjer ga privzamejo nevroni (t.i. hipoteza o izmenjavi laktata med astrociti in nevroni, 
angl. »astrocyte-neuron lactate shuttle«, ANLS) in pretvorijo v piruvat za oksidativno 
razgradnjo v Krebsovem ciklu (Stobart in Anderson, 2013). Suzuki in sod. (2011) so pokazali, 
da je laktat, ki nastaja ob razgradnji glikogena v astrocitih ključen za nastanek dolgotrajnega 
spomina in dolgotrajnega potenciranja (angl. »long-term potentiation«, LTP) (Magistretti in 
Allaman, 2015). Astrociti in nevroni se torej medsebojno razlikujejo v preferenčnih poteh 
presnove glukoze. Astrociti so primarno usmerjeni v glikolitično razgradnjo glukoze, nasprotno 
pa so nevroni usmerjeni v oksidativno presnovo, kar potrjujejo tudi razlike v izražanju genov, 
udeleženih v presnovi glukoze. Pokazano je bilo, da naj bi v nevronih večina glukoze 
preferenčno vstopala v pentozafosfatno pot, v kateri nastajata riboza in NADPH (nikotinamid 
adenin dinukleotid fosfat), ki je potreben za nevtralizacijo ROS, ki nastajajo v mitohondrijih 
nevronov zaradi visoke oksidativne aktivnosti. Laktat iz astrocitov torej predstavlja ključni 
substrat za oksidativno razgradnjo v nevronih in tvorbo energije v obliki ATP (Belanger in sod., 
2011; Zhang in sod., 2014; Magistretti in Allaman, 2015). 
 
Laktat tradicionalno velja za produkt anaerobne presnove, študije zadnjega desetletja pa so 
pokazale, da lahko astrociti in nevroni energijo iz laktata pridobivajo tudi v času zadostne 
količine kisika in glukoze (Magistretti in Allaman, 2015; Riske in sod., 2017). V astrocitih se 
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velik del glukoze, ki vstopa v glikolizo, z encimom laktat dehidrogenaza pretvori v laktat 
(Belanger in sod., 2011), kljub prisotnosti kisika. Proces imenujemo aerobna glikoliza oz. 
Warburgov efekt, ki je v splošnem značilnost hitro delečih se celic (npr. rakavih celic) (Vander 
Heiden in sod., 2009) in tudi astrocitov (Dienel in Cruz, 2016). Razlog za preferenčni nastanek 
laktata iz piruvata v procesu glikolize v astrocitih je posledica neaktivne oblike encima piruvat 
dehidrogenaza, ki onemogoča vstop piruvata v Krebsov cikel (Halim in sod., 2010; Belanger in 
sod., 2011; Magistretti in Allaman, 2015). Laktat se iz astrocitov preko monokarboksilatnih 
transporterjev (MCT) (MCT1 in 4 v astrocitih) prenese v nevrone (MCT2), kjer se pretvori nazaj 
v piruvat za vstop v Krebsov cikel. Ta proces presnovne sklopitve opisuje hipoteza ANLS, 
povečana aktivnost nevronov pa predstavlja signal astrocitom za pospešeno privzemanje 
glukoze iz krvnega obtoka in tvorbo laktata (Magistretti in Allaman, 2015). Raziskave kažejo, 
da je laktat izredno pomemben energijski substrat za možgane v stanjih pomanjkanja glukoze 
in dolgotrajnega stradanja, ter tako zaščiti CŽS pred poškodbami (Magistretti in Allaman, 2015; 






Slika 1: Shematski prikaz izmenjave laktata med astrociti in nevroni (t.i. ANLS). Prirejeno po 
MagistrettiinAllaman (2015). LDH, laktat dehidrogenaza; GLS, glutaminaza; GluR, glutamatni receptor; GLUT, 
glukozni transporter; GP, glikogen fosforilaza; GlyS, glikogen sintaza; EAAT, glutamatni transporter; GS, 
glutamin sintetaza; LDH, laktat dehidrogenaza; MCT, monokarboksilatni transporter.  
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Figure 1: Schematic representation of the astrocyte-neuron lactate shuttle (i.e., ANLS). Addapted from 
Magistretti and Allaman, 2015. LDH, lactate dehydrogenase; GLS, glutaminase; GluR, glutamate receptor; GLUT, 
glucose transporter; GP, glycogen phosphorylase; GlyS, glycogen synthase; EAAT, glutamate transporter; GS, 
glutamine synthetase; LDH, lactate dehydrogenase; MCT, monocarboxilate transporter. 
 
2.2.2 Presnova lipidov v astrocitih 
Kar 50 % suhe teže možganov predstavljajo lipidi, med katerimi večino zastopajo dolgoverižne 
polinenasičene maščobne kisline (angl. »long-chain polyunsaturated fatty acids«, LC-PUFA), 
kot so eikozapentaenojska kislina (EPA), dokozaheksaenojska kislina (DHA) in arahidonska 
kislina (AA) (Barber in Raben, 2019). 
 
Nedavno je bilo ocenjeno, da lahko možgani, poleg glukoze in laktata kot osnovna energijska 
substrata, z oksidativno razgradnjo ketonskih telesc (β-hidroksibutirat, acetoacetat in aceton) in 
kratko- ter srednje-verižnih MK za svoje delovanje pridobijo do 20 % energije. Oksidacija MK 
naj bi potekala predvsem v astrocitih (Ebert in sod., 2003; Panov in sod., 2014; Romano in sod., 
2017), nevroni pa privzemajo njihove presnovne vmesne produkte (ketonska telesca, NADH, 
acetil-CoA, FADH2) (Barber in Raben, 2019). 
 
Transport MK skozi krvno-možgansko pregrado do možganskih celic poteka z difuzijo ali 
transporterji (predvsem s transportnima proteinoma FATP1- in -4 (angl. »fatty acid transport 
protein, FATP) in translokazo MK/CD36), znotrajcelično pa imajo veliko vlogo tudi vezavni 
proteini za MK (angl. »fatty acid binding protein«, FABP), ki pospešujejo privzem in transport 
MK (Bruce in sod., 2017). Po vstopu v celice se MK pretvorijo v aktivirano obliko (acil-CoA), 
ta pa nadalje vstopa v mitohondrije za oksidativno razgradnjo ali se porabi za tvorbo 
membranskih komponent (Schonfeld in Reiser, 2013; Romano in sod., 2017). Večina MK se 
presnavlja v procesu β-oksidacije, kjer se v zaporednih reakcijah odceplja acetil-CoA, ki se 
nadalje oksidira v Krebsovem ciklu. Razgradnja razvejanih MK in zelo dolgih MK pa poteka v 
peroksisomih z α- in β-oksidacijo, vendar zgolj do krajših MK (Romano in sod., 2017). 
Učinkovitost presnove MK v možganih je v primerjavi z drugimi energijsko potratnimi organi 
(srčna mišica, ledvica) izredno nizka, kar je najverjetneje posledica počasne translokacije MK 
skozi notranjo mitohondrijsko membrano ob posredovanju encima karnitin 
palmitoiltransferaze-1 in nizke encimske aktivnosti encima 3-ketoacil-CoA tiolaze, ki katalizira 
zadnjo stopnjo β-oksidacije (Schonfeld in Reiser, 2013; Romano in sod., 2017). Poleg tega je 
bilo pokazano, da je v nevronih visoko aktiven encim acil-CoA tioesteraza 7 (Ellis in sod., 2013; 
Romano in sod., 2017), ki predstavlja regulatorno točko lipidne presnove, saj v citosolu 
nevronov vzdržuje nizko koncentracijo acil-CoA. Ker imajo nevroni nizko zmogljivost 
kopičenja lipidov se na ta način posredno zaščitijo pred škodljivimi učinki prostih MK (Ellis in 
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sod., 2013). Nizka stopnja β-oksidacije v možganih ima najverjetneje zaščitno vlogo pred 
hipoksijo oz. oksidativnim stresom, ki nastane med procesom in je najverjetneje evolucijska 
prilagoditev na večjo porabo kisika in nastanka ROS v procesu β-oksidacije (Ellis in sod., 2013; 
Schonfeld in Reiser, 2013; Romano in sod., 2017).  
 
Astrociti sodelujejo pri sintezi holesterola, ki je pomemben gradnik membran in prekurzor 
številnih signalnih molekul v CŽS. Holesterol ne prehaja krvno-možganske pregrade, zato v 
celicah CŽS nastaja de novo iz acetil-CoA v večstopenjski reakciji. Raziskave kažejo, da 
nevroni med razvojem sami sintetizirajo zadostne količine holesterola za normalen razvoj in 
delovanje. V odrasli dobi pa astrociti sintetizirajo večje količine holesterola in z njimi oskrbujejo 
nevrone. Izmenjava holesterola med astrociti in nevroni poteka z lipoproteini (npr. ApoE), ki 
jih sintetizirajo in izločajo astrociti, nevroni (in v manjši meri tudi celice glije) pa te lipoptoreine 
privzemajo preko receptorsko posredovane endocitoze (Mauch in sod., 2001; Ikonen, 2008; 
Pfrieger in Ungerer, 2011). Holesterol se v CŽS v zaestreni obliki lahko shranjuje znotraj LK 
(Pfrieger in Ungerer, 2011; Barber in Raben, 2019).  
   
Ketonska telesca krvno-možgansko pregrado prehajajo skozi transporterje MCT1 in 
predstavljajo pomemben energijski substrat za možgane (nevrone in celice glije) v času 
pomanjkanja glukoze (npr. v času stradanja, visoki telesni aktivnosti, diabetesu, dieti z visoko 
vsebnostjo maščob, med razvojem organizma in v patoloških stanjih) (Romano in sod., 2017). 
Med dolgotrajnim stradanjem se koncentracija ketonskih telesc v CŽS lahko približa 1 mM 
(Owen in sod., 1967; Pan in sod., 2000). Po vstopu v celice se ketonska telesca v citosolu 
pretvorijo do acetil-CoA, ki se porabi za sintezo lipidov ali holesterola. Acetil-CoA lahko vstopi 
tudi v matriks mitohondrija in se oksidira v Krebsovem ciklu ali služi za sintezo glutamata 
(Schonfeld in Reiser, 2013; Romano in sod., 2017). Študije so pokazale, da ketonska telesca v 
CŽS znižujejo oksidativni stres, saj povečajo sintezo glutationa (Jarrett in sod., 2008) in 
aktivnost encima glutation peroksidaza (Ziegler in sod., 2003). Pokazano je bilo, da nevroni, 
astrociti in oligodendrociti v kulturi, izolirani iz razvijajočih se možganov glodavcev, prioritetno 
oksidirajo ketonska telesca pred glukozo. Pri tem naj bi bili nevroni in oligodendrociti 
učinkovitejši od astrocitov (Edmond in sod., 1987; Jensen in sod., 2020). Astrociti lahko 
presnavljajo srednjeverižne MK do ketonskih telesc in jih posredujejo nevronom kot alternativni 
substrat za pridobitev energije v Krebsovem ciklu. Ketonska telesca so tako lahko eksogenega 
izvora (nastanejo v jetrih in se po krvnem obtoku prenesejo do možganov) ali endogenega izvora 
(sinteza iz MK v astrocitih) in služijo kot alternativni vir energije za možgane (Guzman in 
Blazquez, 2001; Thevenet in sod., 2016; Souza in sod., 2019; Takahashi, 2020).  
 
V možganih PUFA (EPA, DHA in AA) večinoma gradijo glicerofosfolipide, ki so sestavni del 
membran. Ob njihovi razgradnji nastajajo različne signalne molekule (derivati AA, presnovki 
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DHA in derivati AA endokanabinoidi), ki delujejo nevroprotektivno kot antioksidanti ali kot 
regulatorji vnetnega odziva (Romano in sod., 2017). Številne raziskave izpostavljajo pomembno 
fiziološko vlogo DHA pri vzdrževanju homeostaze nevronov (npr. nevrogenezi, sinaptogenezi, 
diferenciaciji nevronov, rasti nevritov in vzdrževanju fluidnosti membrane). V celicah 
mikroglije deluje nevroprotektivno, saj DHA zmanjša sintezo pro-vnetnih citokinov (TNF-α, 
interlevkina-1β in -6) (Lu in sod., 2013) in tako zmanjša znake vnetja (Chen in sod., 2014b).     
 
MK se lahko znotrajcelično vežejo tudi na nekatere citosolne in jedrne proteine, kot sta FABP 
in transkripcijski faktor PPAR (angl. »peroxisome proliferator-activated receptors) in 
uravnavajo različne presnovne poti. V zadnjem desetletju so bili opisani tudi receptorji za proste 
maščobne kisline FFAR (angl. »free fatty acid receptor«), ki so z G-proteini sklopljeni 
receptorji. Aktivacija FFAR je povezana z energijsko presnovo celic in predstavlja potencialno 
tarčo za zdravljenje nekaterih presnovnih bolezni (npr. debelost in diabetes tipa 2) (Hara in sod., 
2014; Falomir-Lockhart in sod., 2019).  
 
2.2.3 Lipidne kapljice 
Lipidne kapljice (LK) so dinamični znotrajcelični organeli, katerih ključna vloga je 
shranjevanje, razporejanje in razgradnja lipidov. Hidrofobno sredico LK sestavljajo nevtralni 
lipidi (triacilgliceroli (TAG) in holesterolni estri), obdaja pa jo fosfolipidni monosloj (pretežno 
fosfatidilholin, fosfatidiletanolamin in fosfatidilinozitol), na katerega so pripeti različni proteini 
(Walther in Farese, 2012). Najpogostejši proteini na površini LK so perilipini. Perilipin-1 
uravnava sintezo in razgradnjo TAG, ADRP/adipofilin/perilipin-2 (angl. »adipose 
differentitation-related protein«) ščiti LK pred citosolnimi lipazami in Tip47/perilipin-3 
sodeluje pri znotrajceličnem transportu lizosomalnih encimov (Itabe in sod., 2017).   
 
LK imajo v celicah večstransko vlogo. Vanje se shranjujejo lipidi, ki se lahko porabijo za sintezo 
membranskih komponent (fosfolipidov), signalnih molekul (eikozanoidov, diacilglicerola) in za 
pridobivanje energije (β-oksidacija MK). So tudi potencialno mesto shranjevanja lipidotopnih 
hormonov (steroidov) in vitaminov (A, D, E in K), na njihov fosfolipidni monosloj pa se lahko 
pripnejo različni proteini (npr. proteinske komponente virusa hepatitis C) (Thiam in sod., 2013).  
Proste MK lahko v celici delujejo kot detergenti in porušijo integriteto membrane. S 
skladiščenjem prostih MK v jedru LK se lahko celice zaščitijo pred škodljivimi učinki prostih 
MK (lipotoksičnostjo). LK imajo v celici tudi antioksidativno vlogo, saj vgrajene PUFA 
varujejo pred škodljivimi učinki oksidacije z ROS in tako preprečujejo nastanek peroksidiranih 
MK, ki bi lahko okvarile druge makromolekule (npr. lipide, proteine in nukleinske kisline) 
(Walther in Farese, 2012; Bailey in sod., 2015).  
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Biogeneza LK v evkariontskih celicah najverjetneje poteka de novo v endoplazemskem 
retikulumu (ER), kjer je večina encimov, udeleženih v sintezi TAG, in sterolnih estrov (Pol in 
sod., 2014). Sinteza TAG poteka z zaporednim dodajanjem acil-CoA (MK predhodno aktivira 
encim acil-CoA sintetaza (ACSL)) na glicerol, vezavo pa katalizirajo na membrano vezani 
encimi acil transferaze (GPAT – glicerol-3-fosfat aciltransferaza, MGAT – monoacilglicerol 
aciltransferaza in DGAT – diacilglicerol aciltransferaz). Podobno sterolni estri nastajajo s 
kondenzacijo acil-CoA s holesterolom, s pomočjo encima sterol-O-aciltransferaze (ACAT) (Pol 
in sod., 2014). Predlaganih je bilo več modelov tvorbe LK. Najbolj uveljavljen je model 
kopičenja nevtralnih lipidov med obema slojema membrane ER (oblikuje se t.i. leča iz 
nevtralnih lipidov). Ob preseženi kritični velikosti leče se ta obda z zunanjo membrano ER in 
prične brsteti v citoplazmo. Ali LK ostajajo pripete na membrano ER ali se popolnoma odcepijo, 
še ni povsem raziskano (Wilfling in sod., 2014).  
 
Razgradnja LK poteka v procesu lipolize, kjer citoplazemske lipaze zaporedno hidrolizirajo 
nevtralne lipide iz sredice, pri čemer se sproščajo MK za sintezo energije ali membranskih 
lipidov (Walther in Farese, 2012). V adipocitih sesalcev je lipoliza uravnava s hormoni preko 
aktivacije β-adrenergičnih receptorjev (β-AR) in aktivnosti protein kinaze A (PKA). Pri 
razgradnji TAG sodelujejo trije encimi; adipozna triacilglicerol lipaza (ATGL) katalizira 
odcepitev prve acilne verige, hormonsko stimulirana lipaza (HSL) katalizira odcepitev druge 
acilne verige, monoacilglicerol lipaza (MGL) pa odcepi zadnjo acilno verigo od glicerolnega 
ogrodja. Razgradnja sterolnih estrov poteka s HSL in holesterol esterazami. Proste MK se nato 
lahko ponovno zaestrijo v trigliceride ali pa se presnovijo v procesu β-oksidacije za pridobitev 
energije. Lahko se uporabijo kot gradniki membranskih predelkov, delujejo kot kofaktorji 
celičnega signaliziranja ali pa se izločijo iz celice (Walther in Farese, 2012; Pol in sod., 2014).  
LK se lahko presnavljajo tudi s pomočjo lizosomskih lipaz v procesu makroavtofagije. 
Avtofagosom obda LK in se zlije z lizosomom, kjer lipaze razgradijo TAG do MK (Schulze in 
sod., 2017; Zechner in sod., 2017).  
 
LK so prisotne v večini evkariontskih celic. Njihova število in velikost se razlikujeta med 
celičnimi tipi in med posameznimi celicami znotraj ene populacije in se glede na razmere v 
njihovem okolju lahko zelo hitro spreminjata. Večina celic (npr. hepatociti, makrofagi, miociti) 
ima v svoji citoplazmi prisotnih več manjših LK premera od 100 – 200 nm. V adipocitih, 
specializiranih maščobnih celicah, pa lahko merijo v premeru do 100 µm in zapolnjujejo večino 
citoplazme (Walther in Farese, 2012). 
   
Predpostavlja se, da so LK mobilni organeli, ki s pomočjo motornih proteinov (dineinov in 
kinezinov) navadno potujejo dvosmerno vzdolž mikrotubulov. Poleg tega se lahko LK gibljejo 
s prosto difuzijo ali Brownovim gibanjem na omejenem mestu, pripete na ER ali mitohondrije. 
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V nekaterih celicah se aktivno giblje zgolj manjši delež LK, na njihovo mobilnost pa lahko 
vplivajo zunajcelični dražljaji (npr. pomanjkanje hranil, sprememba zunajcelične vrednosti pH, 
hormoni). Mobilnost LK je pomembna za transport energijskih substratov (lipidov) na različna 
mesta v celici. LK lahko prehodno interagirajo z drugimi celičnimi organeli - ER, mitohondriji, 
endosomi, peroksisomi (npr. po načelu »kiss-and-run«) (Welte, 2009). Tovrstni stiki so 
pomembni za izmenjavo lipidov, presnovkov (eikozanoidov, steroidov) in ionov (Walther in 
Farese, 2012; Valm in sod., 2017; Henne in sod., 2018; Kilwein in Welte, 2019).  
 
Celice ves čas zaznavajo in se odzivajo na zunajcelične stresne dejavnike, tudi s povečano 
tvorbo LK (Henne in sod., 2018). Raziskave zadnjih nekaj let so pokazale, da so LK v manjših 
količinah lahko prisotne tudi v CŽS (Etschmaier in sod., 2011). Njihovo kopičenje je povezano 
s številnimi patologijami CŽS, npr. nevrodegenerativnimi boleznimi, tumorji in tudi staranjem. 
LK se v CŽS kopičijo pretežno v celicah nevroglije, redkeje v nevronih (Bailey in sod., 2015; 
Kis in sod., 2015; Liu in sod., 2015; Marschallinger in sod., 2020). Na modelu vinske mušice 
(Drosophila melanogaster) je bilo pokazano, da okvare mitohondrijev in nastanek ROS v 
nevronih povzročijo kopičenje LK v celicah nevroglije (Liu in sod., 2015). Laktat, ki nastaja v 
astrocitih med aerobno glikolizo in se v nevrone prenese preko MCT (hipoteza ANLS), lahko 
deluje kot substrat za tvorbo MK in lipidov v nevronih. MK in lipidi, ki nastanejo v nevronih, 
se prenesejo v celice nevroglije ob sodelovanju apolipoproteinov (ApoE) in transportnih 
proteinov za MK (FATP) (Liu in sod., 2017). Kopičenje LK v celicah nevroglije naj bi se 
pojavilo v začetnih fazah nevrodegeneracije in delovalo nevroprotektivno (Liu in sod., 2015), 
saj se vanje shranjujejo peroksidirani lipidi, ki lahko okvarijo membransko integriteto 
mitohondrijev (Nguyen in sod., 2017). LK zagotavljajo tudi alternativni vir energije v obliki 
MK, ki se v času pomanjkanja hranil ali povečanih energijskih zahtevah v celici lahko 
presnovijo v procesu β-oksidacije (Rambold in sod., 2015). Poleg tega se LK v nevronih 
navadno ne tvorijo, nevroni imajo tudi nizko sposobnost presnove MK v mitohondrijih 
(Schonfeld in Reiser, 2013). Nevroni so zelo občutljivi na visoko vsebnost ROS, ki nastajajo v 
času njihove stimulacije in lahko oksidirajo proste lipide. Nevroni zato izločajo peroksidirane 
lipide v obliki lipoproteinov v zunajcelični prostor, kjer jih z endocitozo privzemajo astrociti in 
jih shranijo v LK. V času povečane aktivnosti nevronov astrociti razgrajujejo LK in proste MK 
presnavljajo v procesu oksidativne fosforilacije v mitohondrijih. Ob tem astrociti povečajo 
izražanje genov, vpletenih v nevtralizacijo ROS in genov, vpletenih v transport ter presnovo 
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2.3 CITOPLAZEMSKA VZDRAŽNOST ASTROCITOV 
Astrociti so, za razliko od nevronov, električno nevzdražne celice v CŽS (Zorec in sod., 2012; 
Vardjan in Zorec, 2015). Zaznavanje kemičnih signalov iz okolja jim omogoča širok nabor 
receptorjev na plazmalemi, katerih aktivacija vodi v citoplazemsko vzdražnost (Agulhon in sod., 
2008; Vardjan in sod., 2016). Med njimi so tudi visoko afinitetni metabotropni GPCR 
(adrenergični receptorji (AR), purinergični receptorji P2, laktatni receptorji (npr. GPR81), 
receptorji prostih MK (npr. FFAR1)), ki preko porasta ali upada znotrajcelične koncentracije 
sekundarnih prenašalcev Ca2+ in/ali cAMP aktivirajo različne znotrajcelične signalne poti 
(Hertz in sod., 2004; Hertz in sod., 2010; Butt, 2011; O'Donnell in sod., 2012; Lauritzen in sod., 
2014; Vardjan in sod., 2014; Vardjan in Zorec, 2015).  
 
Vezava signalne molekule na GPCR povzroči konformacijsko spremembo receptorja in vpliva 
na interakcijo med receptorjem in z njim sklopljenim znotrajceličnim heterotrimernim G-
proteinom. Katera signalna pot se bo aktivirala ob vezavi signalne molekule, je odvisno od tipa 
G-proteina, ki je sklopljen z receptorjem (Vardjan in Zorec, 2015). Aktivacija Gq-proteinov 
stimulira fosfolipazo C, ki cepi fosfoinozitoltrifosfat v diacilglicerol in inozitol-1,4,5-trifosfat 
(IP3). Vezava IP3 na receptorje za IP3 in rianodinske receptorje v membrani ER povzroči 
sproščanje Ca2+ iz znotrajceličnih zalog ER in dvig znotrajcelične koncentracije Ca2+ ([Ca2+]i) 
(Hua in sod., 2004). Povečana raven [Ca2+]i lahko pozitivno vpliva na nadaljnje sproščanje Ca
2+ 
preko receptorjev IP3 in rianodinskih receptorjev, kar imenujemo Ca
2+-posredovano sproščanje 
Ca2+ (angl. »Ca2+-induced Ca2+ release – CICR«). Ca2+-odziv se na ta način ojača in preko 
presledkovnih stikov prenese do sosednjih nevzdraženih celic (Leybaert in Sanderson, 2012). 
Pomemben vir Ca2+ je tudi zunajcelični prostor, Ca2+ ioni vstopajo skozi napetostno odvisne 
Ca2+-kanale (Latour in sod., 2003) in ionotropne receptorje (Lalo in sod., 2011). Na raven [Ca2+]i 
lahko vplivajo tudi mitohondriji, ki privzemajo in shranjujejo Ca2+ (Reyes in Parpura, 2008). Z 
Gq-posredovana Ca
2+-signalna pot se lahko v astrocitih izraža v obliki oscilacij ali dolgotrajnega 
prehodnega povečanja [Ca2+]i, ki nastanejo spontano ali kot odgovor na nevrotransmiterje 
(Zorec in sod., 2012). Ca2+-signalna pot je v astrocitih ključna za sproščanje glijotransmiterjev 
v zunajcelični prostor preko uravnave eksocitoze (Verkhratsky in sod., 2012).  
 
Aktivacija Gs-proteinov pa povzroči aktivacijo encima adenilat ciklaza, ki katalizira pretvorbo 
ATP v cAMP, nasprotno pa aktivacija Gi-proteina inhibira aktivnost adenilat ciklaze (Hertz in 
sod., 2004; Vardjan in sod., 2014; Vardjan in Zorec, 2015). cAMP v astrocitih aktivira različne 
znotrajcelične efektorje. Primarna tarča cAMP je od cAMP-odvisna PKA, ki preko fosforilacije 
citoplazemskih in jedrnih proteinov uravnava različne celične procese, poleg nje pa cAMP 
uravnava tudi signaliziranje preko GTP izmenjevalnega proteina Epac (angl. »exchange protein 
directly activated by cAMP«), od cikličnih nukleotidov-odvisnega kanala (HCN kanal) in 
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proteinov domene Popeye (Vardjan in Zorec, 2015). Aktivacija Gs-proteinov v izoliranih 
astrocitih povzroči dolgotrajen porast v [cAMP]i, ki lahko prav tako povzroči sproščanje 
glijotransmiterjev (Vardjan in sod., 2016).   
 
Sočasna aktivacija različnih GPCR lahko na isti celici privede do aktivacije obeh, Ca2+- in 
cAMP-signalne poti, zato se predvideva, da lahko ti dve poti med seboj interagirata (Bruce in 
sod., 2003), saj lahko cAMP-signalna pot vpliva na Ca2+-signalno pot (Jimenez in sod., 1999) 
in obratno (Balazs in sod., 1998; Vardjan in Zorec, 2015). 
 
2.3.1 Adrenergični receptorji 
Noradrenalin (NA) je eden izmed ključnih nevromodulatorjev v CŽS, ki se sprošča iz varikozitet 
noradrenergičnih nevronov ob aktivaciji jedra locus coeruleus (LC) v stresnih razmerah in 
sodeluje pri uravnavanju presnove glukoze v CŽS (O'Donnell in sod., 2012). Projekcije 
noradrenergičnih nevronov se raztezajo po celotnem CŽS, tudi v možgansko skorjo (Feinstein 
in sod., 2016). Ob aktivaciji jedra LC se NA sprošča vzdolž noradrenergičnih nevronov ter 
deluje po načelu prostorskega prenosa informacije (O'Donnell in sod., 2012; Paukert in sod., 
2014). NA se veže na AR na plazmalemi astrocitov, nevronov in drugih celic v CŽS (O'Donnell 
in sod., 2012). NA se v CŽS sprošča na dva načina: tonično sproščanje, ki uravnava fiziološke 
procese (budnost, pozornost, koncentracijo, stres, vnetje) in fazično sproščanje, ki je pomembno 
za vedenjske odzive (vzburjenje, nagrajevanje, averzije, odziv beg ali boj). NA ima pomembno 
vlogo pri nastanku dolgotrajnega in delovnega spomina (O'Donnell in sod., 2012).  
 
Pokazano je bilo, da so astrociti, in ne nevroni, glavna tarča noradrenergičnega sistema (Bekar 
in sod., 2008; Ding in sod., 2013; Paukert in sod., 2014). Na plazmalemi astrocitov so prisotni 
α1-, α2-AR in β-AR (β1-, β2-, β3-AR) (Hertz in sod., 2010; O'Donnell in sod., 2012). α1-AR so 
sklopljeni z Gq-proteini in Ca
2+-signalno potjo in v astrocitih uravnavajo privzem glutamata. α2-
AR so sklopljeni z Gi-proteini, kar inhibira nastajanje cAMP in spodbudi glikogenezo. β-AR so 
sklopljeni z Gs-proteini in cAMP-signalno potjo (Hertz in sod., 2010; O'Donnell in sod., 2012) 
oz. z β-arestini (Du in sod., 2010). Aktivacija β-AR v astrocitih povzroči razgradnjo glikogena 
(glikogenolizo) in privzemanje glukoze iz krvnega obtoka (O'Donnell in sod., 2012), poveča 
aktivnost Na+/K+-ATPaze (iz sinaptične špranje odstranjuje ione K+) (O'Donnell in sod., 2012), 
vpliva na morfologijo astrocitov (Vardjan in sod., 2014) in aktivnost različnih kinaz (npr. 
ERK1/2, angl. »extracellular-regulated kinases 1 and 2«) (Du in sod., 2010).  
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2.3.2 Laktatni receptorji GPR81/HCAR1 
Laktat v CŽS služi kot pomemben energijski substrat za celice CŽS, tudi astrocite (Barros, 2013; 
Stobart in Anderson, 2013). V zadnjem desetletju raziskav je laktat postal prepoznaven kot 
pomembna signalna molekula v CŽS, saj sodeluje pri tvorbi mielina, uravnavanju krvnega 
pretoka, izražanju genov, povzroča sproščanje NA iz noradrenergičnih nevronov in sodeluje pri 
nastanku dolgoročnega spomina (Suzuki in sod., 2011; Bergersen in Gjedde, 2012; Barros, 
2013; Tang in sod., 2014; Yang in sod., 2014).  
 
Laktat preko laktatnih transporterjev MCT v membrani astrocitov in nevronov z difuzijo prehaja 
na širše območje CŽS in deluje po načelu prostorskega prenosa informacij (angl. »volume 
transmission«) (Morland in sod., 2015) in tudi kot glijotransmiter (Tang in sod., 2014). Laktat 
lahko v celici deluje preko različnih mehanizmov. Zunajcelični laktat lahko omeji s 
transporterjem-posredovan privzem prostaglandina E(2) v celice in povzroči kopičenje 
prostaglandina E(2) v zunajceličnem prostoru, ki sproži vazodilatacijo krvnih kapilar. Na ta 
način laktat posredno uravnava pretok krvi v možganih (Gordon in sod., 2008). Povečana 
koncentracija laktata znotrajcelično omogoča regeneracijo NAD+ in s tem uravnava redoks 
razmerje NADH/NAD+ za nemoten potek glikolize (Bergersen in Gjedde, 2012; Stobart in 
Anderson, 2013). Z vezavo na metabotropni laktatni receptor GPR81 na površini celic CŽS, 
tudi astrocitov, vpliva na nastanek cAMP (Lauritzen in sod., 2014; Tang in sod., 2014; Morland 
in sod., 2015; Proia in sod., 2016; Vardjan in sod., 2018).    
 
Metabotropni laktatni receptor GPR81 oz. receptor hidroksikarboksilne kisline 1 (HCAR1) so 
prvič okarakterizirali v membranah adipocitov (maščobnih celic), kjer je receptor sklopljen z 
Gi-proteini, ki inhibirajo aktivnost adenilat ciklaz in v avtokrini zanki inhibirajo proces lipolize 
ter spodbujajo shranjevanje energijsko bogatih molekul (Liu in sod., 2009; Ahmed in sod., 
2010). Prisotnost receptorja GPR81 so v nižjih koncentracijah nedavno potrdili v CŽS, 
predvsem v sinaptičnih membranah ekscitatornih sinaps, endotelijskih celicah in v manjši meri 
na membranah perivaskularnih in perisinaptičnih izrastkov astrocitov (Lauritzen in sod., 2014). 
Lauritzen in sod. (2014) so v poskusih na tkivnih rezinah hipokampusa pokazali, da vezava L-
laktata ali selektivnega agonista receptorja GPR81 (3,5-hidroksibenzojska kislina, 3,5-DHBA) 
znižata [cAMP]i. Nasprotno so Tang in sod. (2014) v svoji raziskavi pokazali, da je v možganih 
na nevronih poleg laktatnega receptorja GPR81 najverjetneje prisoten še neidentificiran 
ekscitatorni laktatni receptor, ki je sklopljen z Gs-proteini. Nedavno je bilo pokazano, da visoke 
koncentracije laktata (20 mM) in agonista receptorja GPR81 3,5-DHBA (0,5 mM) povzročijo 
porast v [cAMP]i in [laktat]i, tudi v celicah z izbitim genom za receptor GPR81 (Vardjan in sod., 
2018), kar potrjuje možnost obstoja ekscitatornega laktatnega receptorja, katerega vloga bi 
lahko bila pomembna v stanjih, ko je v CŽS visoka koncentracija laktata, npr. med intenzivno 
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vadbo (Matsui in sod., 2017) ali povečano aktivnostjo nevronov v patoloških stanjih (During in 
sod., 1994).  
 
2.3.3 Receptorji za proste maščobne kisline GPR40/FFAR1 
Receptorji GPR40 oz. FFAR1 (angl. »free-fatty acid receptors«) so receptorji za proste 
maščobne kisline, na katere se vežejo srednje verižne in dolgoverižne MK (Briscoe in sod., 
2003). Receptor je bil prvič opisan v β-celicah trebušne slinavke, kjer uravnava izločanje 
inzulina in posledično vpliva na sistemsko presnovo glukoze (Briscoe in sod., 2003; Morgan in 
Dhayal, 2009). Izraža se tudi v tankem črevesju, vranici, modih in ovarijih (Falomir-Lockhart 
in sod., 2019) ter možganih (Briscoe in sod., 2003; Falomir-Lockhart in sod., 2019). Prisotnost 
receptorja v CŽS je bila potrjena z različnimi metodami (mRNA, RT-PCR, in situ hibridizacija) 
v predelu hipokampusa, možganske skorje (korteksa), hipotalamusa, jedra locus coeruleus, 
amigdale in hrbtenjače, v nevronih in predvidoma tudi astrocitih (Briscoe in sod., 2003; Ma in 
sod., 2008; Dragano in sod., 2017a; Falomir-Lockhart in sod., 2019; Mao in sod., 2019), čeprav 
je glede na podatke, pridobljene z metodo sekvenciranja celotnega transkriptoma (RNA-Seq) 
posameznih možganskih celic, raven mRNA za receptor GPR40 v astrocitih, izoliranih iz 
človeških in mišjih možganov zelo nizka (https://www.brainrnaseq.org) (Zhang in sod., 2014). 
 
Na β-celicah trebušne slinavke je bilo pokazano, da je receptor GPR40 sklopljen z Gq-proteinom 
oz. Ca2+-signalno potjo (Morgan in Dhayal, 2009). Z uporabo selektivnih agonistov receptorja 
GPR40 so kasneje v celični liniji COS-7 (fibroblastom-podobna celična linija iz opičjega 
ledvičnega tkiva) pokazali, da je sklopljen tudi s cAMP-signalno potjo (Hauge in sod., 2015), 
kljub temu da so to v preteklosti že ovrgli (Welters in sod., 2006).  
 
Receptor v mikromolarnih, fizioloških, koncentracijah aktivirajo PUFA (Morgan in Dhayal, 
2009), med njimi DHA (Briscoe in sod., 2003; Offermanns, 2014) in mononenasičena MK 
oleinska kislina (angl. »oleic acid«, OA) (Briscoe in sod., 2003). Celokupna plazemska 
koncentracija DHA se giblje med 0,048 – 0,77 mM (Lacombe in sod., 2018), celokupna 
plazemska koncentracija OA pa med 0,474 – 3,391 mM (Lacombe in sod., 2018). Poleg 
receptorja GPR40 se lahko DHA in OA vežeta še na alternativni receptor za proste MK, GPR120 
oz. FFAR4, ki je prisoten v možganih (Dragano in sod., 2017) in prav tako sklopljen z Gq-
proteinom oz. Ca2+-signalno potjo (Morgan in Dhayal, 2009).  
 
DHA je ω-3 polinenasičena maščobna kislina (22:6n-3), ki je ključna za normalno delovanje 
možganov, saj gradi membrane nevronov (Heras-Sandoval in sod., 2016) in služi kot prekurzor 
bioaktivnih molekul, ki uravnavajo celično signaliziranje in izražanje genov (Heras-Sandoval 
in sod., 2016). Izredno pomembna je za normalen razvoj nevronov v možganski skorji, mrežnici 
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in hipokampusu (Salem in sod., 2001), kjer spodbuja nevrogenezo in diferenciacijo nevronov 
(Falomir-Lockhart in sod., 2019). DHA je vpletena v procese staranja, tvorbo spomina in zaščito 
ter pravilno delovanje sinaps (Bazan, 2003; Heras-Sandoval in sod., 2016). Študije na živalskih 
modelih Alzheimerjeve bolezni so pokazale, da lahko DHA zavira tvorbo in zmanjša kopičenje 
amiloida-β in zmanjša oksidativni stres ter tako ugodno vpliva na preživetje nevronov (Khan in 
He, 2017). Zaradi pomanjkanja encimov ∆15- in ∆12-desaturaz smo ljudje nezmožni de novo 
sinteze α-linolenske kisline (αLNA), ki je prekurzor eikozapentanojske kisline (EPA), iz katere 
nastane DHA v jetrih, zato moramo njene prekurzorje (αLNA in EPA) oz. samo DHA zaužiti s 
hrano (Heras-Sandoval in sod., 2016). V CŽS vstopa iz krvi preko krvno-možganske pregrade 
prosto z difuzijo ali ob pomoči FATP in FABP (Heras-Sandoval in sod., 2016), sintetizirajo pa 
jo lahko tudi astrociti (Williard in sod., 2001), ki jo posredujejo nevronom (Yamashima, 2008). 
Pokazano je bilo, da lahko astrociti v možganih podgane nepretrgoma sintetizirajo DHA (Moore 
in sod., 1991) in jo izločajo v dovolj visokih lokalnih koncentracijah, da lahko deluje kot 
zunajcelična signalna molekula (Moore, 1993; Kim in sod., 1999), tudi za receptor GPR40 
(Khan in He, 2017). DHA v zunajceličnini lahko deluje kot endogeni agonist receptorja GPR40 
in posledično aktivira znotrajcelične signalne poti. Potrjeno je bilo, da ima DHA visoko afiniteto 
do receptorja GPR40 (pEC50 je 5,37 ± 0,10, negativni logaritem molarne koncentracije, ki da 
polovični maksimalni odgovor (EC50)) (Briscoe in sod., 2003; Hara in sod., 2013). Aktivacija 
receptorja GPR40 (z DHA) na nevronih hipotalamusa sodeluje pri zaznavanju in uravnavanju 
bolečine (Nakamoto in sod., 2013). Pomembno vlogo pri tem imajo astrociti, ki lokalno 
sintetizirajo DHA in jo posredujejo nevronom (Moore in sod., 1991; Moore, 1993, 2001; Strokin 
in sod., 2003) 
 
OA je ω-9 mononenasičena MK, ki je najpomembnejša sestavina membranskih fosfolipidov, v 
CŽS pa je osrednja komponenta mielina (Martinez in Mougan, 1998; McNamara in Carlson, 
2006). OA je nujno potrebna za normalen razvoj in delovanje možganov. Kot nevrotrofični 
faktor vpliva na rast aksonov in dendritov ter s tem na migracijo nevronov in tvorbo sinaptičnih 
povezav. Podobno kot DHA ima tudi OA visoko afiniteto do receptorja GPR40 (pEC50 je 4,39) 
(Briscoe in sod., 2003).  
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3 MATERIAL IN METODE 
 
Če ni posebej navedeno, smo kemikalije pridobili od proizvajalca Sigma-Aldrich (Merck 
KGaA), Darmstadt, Nemčija. 
 
3.1 GOJIŠČA IN RAZTOPINE 
3.1.1 Izolacijsko gojišče 
Izolacijsko gojišče smo pripravili iz gojišča L-15 (Leibovitz), kateremu smo v končnih 
koncentracijah dodali 2 mM L-glutamin, 5 U/ml (angl. »Units«) penicilina in 5 µg/ml 
streptomicina in 0,1 % goveji serumski albumin (BSA, angl. »bovine serum albumin«). Do 
uporabe smo ga hranili pri temperaturi +4 ºC.  
 
3.1.2 Hranilno gojišče za astrocite 
Hranilno gojišče smo pripravili iz gojišča DMEM (angl. »Dulbesso's Modified Eagle's 
Medium«) s 4500 mg/l D-glukoze, ki smo mu v končnih koncentracijah dodali 10 % fetalni 
serum goveda (FBS, angl. »Fetal Bovine Serum«), 1 mM Na-piruvat, 2 mM L-glutamin in 5 
U/ml penicilina ter 5 µg/ml streptomicina. Do uporabe smo ga hranili pri temperaturi +4 ºC do 
največ 3 tedne.  
  
3.1.3 Lipofekcijski medij 
Lipofekcijski medij smo pripravili iz gojišča DMEM s 4500 mg/l D-glukoze, kateremu smo 
dodali 1 mM Na-piruvat in 2 mM L-glutamin. Do uporabe smo ga hranili pri temperaturi +4 ºC, 
največ 3 tedne.  
 
3.1.4 Zunajcelična raztopina za astrocite z 10 mM D-glukozo in brez glukoze 
Za pripravo zunajcelične raztopine smo uporabili 10 mM D-glukozo, 131,8 mM NaCl, 5 mM 
KCl, 10 mM HEPES (4-(2-hidroksietil)-1-piperazinetansulfonska kislina), 1,8 mM CaCl2 in 
2 mM MgCl2. Zunajcelična raztopina brez glukoze je vsebovala 135 mM NaCl, 5 mM KCl, 
10 mM HEPES, 1,8 mM CaCl2, 1 mM MgCl2. Raztopini smo pripravili v deionizirani vodi 
(MilliQ; Merck Milipore Synergy® US, Darmstadt, Nemčija) in ju titrirali z NaOH do vrednosti 
pH 7,2. Končna osmolalnost raztopin je bila ~300 mOsm/kg vode, kar smo preverili z 
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osmometrom (Osmomat030, Gonotec GmbH, Nemčija). Do uporabe smo jo hranili pri 
temperaturi -20 ºC.  
3.1.5 Zunajcelična raztopina s karbonatom s 3 mM D-glukozo (karbonatni pufer) (1), 
zunajcelična raztopina s karbonatom z 20 mM D-glukozo (2) in zunajcelična raztopina s 
karbonatom s 3 mM D-glukozo in 40 mM L-laktatom (3) 
Karbonatni pufer (1) je vseboval 3 mM D-glukozo, 135,3 mM NaCl, 5 mM KCl, 10 mM 
HEPES, 0,5 mM NaH2PO4 × H2O, 5 mM NaHCO3, 1,8 mM CaCl2 in 2 mM MgCl2. 
Zunajcelična raztopina s karbonatom je poleg 20 mM D-glukoze (2) vsebovala 127,3 mM NaCl, 
5 mM KCl, 10 mM HEPES, 0,5 mM NaH2PO4 × H2O, 5 mM NaHCO3, 1,8 mM CaCl2 in 2 mM 
MgCl2. Zunajcelična raztopina s karbonatom je poleg 3 mM D-glukoze in 40 mM natrijevega 
L-laktata (3) vsebovala 95,3 mM NaCl, 5 mM KCl, 10 mM HEPES, 0,5 mM NaH2PO4 × H2O, 
5 mM NaHCO3, 1,8 mM CaCl2 in 2 mM MgCl2. Raztopine smo pripravili v vodi MilliQ in jih 
titrirali z NaOH do vrednosti pH 7,2. Končna osmolalnost raztopin je bila ~300 mOsm/kg vode, 
kar smo preverili z osmometrom (Osmomat030, Gonotec GmbH, Nemčija).  
 
3.1.6 Fosfatni pufer z NaCl (PBS) 
V 200 mL destilirane vode smo raztopili eno tableto PBS. Nastala raztopina je vsebovala 
137 mM NaCl, 2,7 mM KCl in 10 mM fosfatni pufer. Do uporabe smo jo hranili pri sobni 
temperaturi.  
 
3.1.7 Hranilno gojišče za organotipske možganske kulture 
Hranilno gojišče za organotipske možganske kulture smo pripravili iz gojišča MEM (angl. 
»Minimum Essential Medium«) in Earlove raztopine soli (angl. »Earle's Balanced Salt 
Solution«) v razmerju 2:1. Mešanici smo v končnih koncentracijah dodali 24 % s toploto 
inaktivirani konjski serum, 21 mM D-glukozo, 1 mM L-glutamin in raztopino mešanice 
antibiotikov in antimikotika (100 U/ml penicilina, 100 µg/ml streptomicina in 0,25 µl/ml 
amfotericina B (Gibco, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, ZDA)). Gojišče smo do 
uporabe hranili pri temperaturi +4 ºC največ 3 tedne.  
 
3.1.8 Medij za rezanje možganov in inkubacijo rezin 
Medij za rezanje možganov smo pripravili iz Hankove raztopine soli (angl. »Hank's Balanced 
Salt Solution«), ki smo ji v končnih koncentracijah dodali 41,6 mM D-glukozo in raztopino 
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mešanice antibiotikov in antimikotika (100 U/ml penicilina, 100 µg/ml streptomicina in 0,25 
µl/ml amfotericina B). Medij smo hranili pri temperaturi 4 ºC. Medij smo ~90 min pred uporabo 
postavili na temperaturo -20 ºC.  
 
3.1.9 Zunajcelična raztopina z 10 mM glukozo in brez glukoze za organotipske možganske 
kulture 
Za pripravo zunajcelične raztopine za organotipske možganske kulture smo uporabili 10 mM 
D-glukozo, 123 mM NaCl, 2,5 mM KCl, 1,3 mM NaH2PO4, 26,2 mM NaHCO3, 1,3 mM MgCl2 
in 2,5 mM CaCl2. Zunajcelična raztopina brez glukoze je vsebovala 128 mM NaCl, 2,5 mM 
KCl, 1,3 mM NaH2PO4, 26,2 mM NaHCO3, 1,3 mM MgCl2 in 2,5 mM CaCl2. Raztopini smo 
pripravili v deionizirani vodi (MilliQ; Merck Milipore Synergy® US, Darmstadt, Nemčija) in 
ju prepihovali s karbogenom (mešanica 95 % O2 in 5 % CO2, Messer Slovenija, Ruše, Slovenija) 
do končne vrednosti pH 7,2-7,4. Končna osmolalnost raztopin je bila ~300 mOsm/kg vode, kar 
smo preverili z osmometrom (Osmomat030, Gonotec GmbH, Nemčija).  
 
3.1.10 4 % raztopina paraformaldehida (PFA) za fiksacijo celičnih kultur oz. možganskih 
tkivnih rezin 
Raztopino smo pripravili z redčenjem 16 % paraformaldehida (Thermo Fisher Scientific, 
Waltham, Massachusetts, ZDA) v PBS do 4 % končne koncentracije. Raztopino smo do uporabe 
hranili pri temperaturi +4 ºC in jo pred uporabo ogreli na sobno temperaturo.  
 
3.1.11 Založna raztopina D-glukoze 
D-glukozo v prahu smo raztopili v deionizirani vodi (MilliQ; Merck Milipore Synergy® US, 
Darmstadt, Nemčija), da je nastala založna raztopina s koncentracijo 2,77 mM. Založno 
raztopino D-glukoze smo sterilno filtrirali skozi filtre s premerom por 0,2 µm (Sarstedt, 
Nemčija) in jo do uporabe hranili pri temperaturi -20 ºC.  
 
3.1.12 Raztopina 3 % govejega serumskega albumina 
Raztopino 3 % govejega serumskega albumina (BSA, angl. »bovine serum albumin«) smo 
pripravili z raztapljanjem BSA v PBS do 3 % končne koncentracije s pomočjo magnetnega 
vibracijskega mešala. Do uporabe smo jo hranili pri temperaturi -20 ºC. 
 
 
Smolič T. Presnova in signaliziranje lipidov v podganjih astrocitih v kulturi. 
      Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2021 
21 
 
3.1.13 Raztopina 10 % kozjega seruma 
Raztopino 10 % kozjega seruma smo pripravili z raztapljanjem kozjega seruma v 3 % raztopini 
BSA. Do uporabe smo jo hranili pri temperaturi -20 ºC.  
 
3.1.14 Raztopina za blokiranje in permeabilizacijo možganskih tkivnih rezin 
Raztopino za blokiranje (angl. »blocking buffer«) in permeabilizacijo (angl. »permeabilization 
buffer«) smo pripravili v raztopini PBS, ki smo ji v končni koncentraciji dodali 20 % BSA in 
0,5 % detergenta Triton X-100. Do uporabe smo raztopino hranili pri temperaturi -20 ºC.  
 
3.1.15 Raztopina za spiranje možganskih tkivnih rezin pri imunohistokemiji 
Raztopino za spiranje smo pripravili z raztapljanjem BSA v PBS do 2 % končne koncentracije 
in jo do uporabe hranili pri temperaturi -20 ºC.  
 
3.1.16 Raztopina za redčenje primarnih protiteles pri imunohistokemiji možganskih 
tkivnih rezin 
Raztopino za redčenje primarnih protiteles smo pripravili iz 2 % raztopine BSA v PBS 
(raztopina za spiranje), ki smo ji v končni koncentraciji dodali 0,25 % Triton X-100. Do uporabe 
smo jo hranili pri temperaturi -20 ºC.  
 
3.1.17 Založna raztopina Tritona X-100 
Raztopino z 10 % Triton X-100 smo pripravili z redčenjem 100 % Triton X-100 v vodi MilliQ. 
Do uporabe smo jo hranili pri sobni temperaturi zaščiteno pred svetlobo.  
 
3.1.18 Založna raztopina ATP 
Založno raztopino ATP s koncentracijo 100 mM smo pripravili v vodi MilliQ in jo titrirali z 
NaOH do vrednosti pH 7,2. Do uporabe smo jo hranili pri temperaturi -20 ºC. Pred izvedbo 
poskusov smo založno raztopino razredčili v zunajcelični raztopini do končne koncentracije 
100 µM.  
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3.1.19 Raztopina oleinske kisline (OA)  
Založno raztopino OA s koncentracijo 177 mM smo pripravili z raztapljanjem OA v kloroformu 
in jo do uporabe hranili pri temperaturi -20 ºC. Pri poskusih spremljanja kopičenja LK smo 
založno raztopino OA razredčili v hranilnem gojišču do končne koncentracije 300 µM OA. Pri 
poskusih s Fluo-4, AM pa smo založno raztopino OA razredčili v karbonatnem pufru s 3 mM 
D-glukozo do končne koncentracije 10 µM OA. Pred uporabo smo raztopino dobro premešali z 
uporabo vibracijskega mešalnika.  
 
3.1.20 Raztopina dokozaheksaenojske kisline (DHA) 
Založno raztopino DHA s koncentracijo 304,4 mM smo pripravili z raztapljanjem DHA v 
dimetil sulfoksidu (DMSO) in jo do uporabe hranili pri temperaturi -20 ºC. Pred izvedbo 
poskusa smo založno raztopino DHA razredčili v hranilnem gojišču do končne koncentracije 
100 µM DHA (poskusi spremljanja kopičenja LK) oz. v karbonatnem pufru s 3 mM D-glukozo 
do končne koncentracije 10 µM DHA (poskusi FRET). Pred uporabo smo raztopino dobro 
premešali z uporabo vibracijskega mešalnika. 
 
3.1.21 Raztopina L-laktata 
Natrijev L-laktat smo raztopili v vodi MilliQ do končne koncentracije 446 mM. Do uporabe 
smo jo hranili pri temperaturi -20 ºC. Pred izvedbo poskusa smo založno raztopino razredčili v 
hranilnem gojišču do 20 mM končne koncentracije.  
 
3.1.22 Raztopina D-sorbitola 
D-sorbitol smo pripravili z raztapljanjem v vodi MilliQ do založne koncentracije 1,1 M in jo do 
uporabe hranili pri temperaturi -20 ºC. Pred izvedbo poskusa smo založno raztopino razredčili 
v hranilnem gojišču do 40 mM končne koncentracije.  
 
3.1.23 Raztopina DL-noradrenalina (NA) 
Založno raztopino NA s koncentracijo 243 mM smo pripravili pred izvedbo poskusa z 
raztapljanjem DL-noradrenalin hidroklorida v vodi MilliQ. Raztopino smo pripravili v rjavi 
1,5 ml centrifugirki, da smo jo zaščitili pred svetlobo. Raztopino smo razredčili do končne 
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koncentracije 100 µM NA v hranilnem gojišču in jo pred uporabo prefiltrirali (poskusi 
spremljanja kopičenja LK) oziroma v karbonatnem pufru s 3 mM D-glukozo (poskusi FRET).  
3.1.24 Raztopina DL-izoprenalina (Iso) 
Založno raztopino Iso s koncentracijo 200 mM smo pripravili pred izvedbo poskusa z 
raztapljanjem DL-izoprenalin hidroklorida v vodi MilliQ. Raztopino smo pripravili v rjavi 
1,5 ml centrifugirki, da smo jo zaščitili pred svetlobo. Raztopino smo razredčili v hranilnem 
gojišču do končne koncentracije 100 µM Iso.  
 
3.1.25 Raztopina deksmedetomidina (Dex) 
Založno raztopino Dex s koncentracijo 84 mM smo pripravili z raztapljanjem deksmedetomidin 
hidroklorida v vodi MilliQ in jo do uporabe hranili pri temperaturi -20 ºC. Raztopino smo pred 
uporabo razredčili v hranilnem gojišču do končne koncentracije 50 nM Dex. 
 
3.1.26 Raztopina D-fenilefrina (PE) 
Založno raztopino PE s koncentracijo 246 mM smo pripravili pred izvedbo poskusa z 
raztapljanjem D-fenilefrin hidroklorida v vodi MilliQ. Raztopino smo pripravili v rjavi 1,5 ml 
centrifugirki, da smo jo zaščitili pred svetlobo. Raztopino smo razredčili v hranilnem gojišču do 
končne koncentracije 100 µM PE.  
 
3.1.27 Raztopina L-propranolola (Prop) 
Založno raztopino Prop s koncentracijo 33,8 mM smo pripravili z raztapljanjem v DMSO in jo 
do uporabe hranili pri temperaturi -20 ºC, največ 1 mesec, v rjavi 1,5 ml centrifugirki zaščiteno 
pred svetlobo. Raztopino smo pred uporabo razredčili hranilnem gojišču do končne 
koncentracije 1 µM Prop. 
 
3.1.28 Raztopina terazosina (Tera) 
Založno raztopino Tera s koncentracijo 50 mM smo pripravili z raztapljanjem v DMSO in jo do 
uporabe hranili pri temperaturi -20 ºC, največ 3 mesece, v rjavi 1,5 ml centrifugirki zaščiteno 
pred svetlobo. Raztopino smo pred uporabo razredčili v hranilnem gojišču do končne 
koncentracije 10 µM Tera. 
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3.1.29 Raztopina atipamezola (Atip) 
Založno raztopino Atip s koncentracijo 50 mM smo pripravili z raztapljanjem v DMSO in jo do 
uporabe hranili pri temperaturi -20 ºC, največ 3 mesece, v rjavi 1,5 ml centrifugirki zaščiteno 
pred svetlobo. Raztopino smo pred uporabo razredčili hranilnem gojišču do končne 
koncentracije 10 µM Atip. 
 
3.1.30 Raztopina agonista TAK875 
Založno raztopino agonista TAK875 (Hölzel diagnostika, Köln, Nemčija) s koncentracijo 
100 mM smo pripravili z raztapljanjem v DMSO in jo do uporabe hranili pri temperaturi -20 ºC. 
Raztopino smo pred uporabo razredčili v karbonatnem pufru s 3 mM D-glukozo. Končna 
koncentracija, uporabljena v poskusih, je bila 10 µM TAK875.  
 
3.1.31 Raztopina s fluorescenčnim barvilom Nile Red za barvanje lipidnih kapljic 
Založno raztopino fluorescenčnega barvila Nile Red (Life Technologies, Carlsbad, Kalifornija, 
ZDA) s koncentracijo 3,14 mM (v DMSO) smo najprej 1000× razredčili v DMSO in nato še v 
PBS do ustrezne končne koncentracije 50 nM (živi preparati) in 100 nM (fiksirani preparati).  
 
3.1.32 Raztopina s fluorescenčnim barvilom BODIPY 493/503 za barvanje lipidnih kapljic 
Založno raztopino fluorescenčnega barvila BODIPY 493/503 (Life Technologies, Carlsbad, 
Kalifornija, ZDA) s koncentracijo 1 mg/ml (v etanolu) smo razredčili v PBS do ustrezne končne 
koncentracije 1 µg/ml (celična kultura) in 5 µg/ml (možganske rezine).  
 
3.1.33 Raztopina fluorescenčnega barvila DAPI za barvanje jeder 
Založno raztopino fluorescenčnega barvila DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol; Molecular 
Probes, Eugene, Oregon, ZDA) s koncentracijo 10,9 mM v vodi MilliQ smo razredčili v PBS 
do končne koncentracije 30 µM.  
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3.1.34 Gojišče Luria-Bertani 
Za pripravo gojišča Luria-Bertani (LB) smo zatehtali 10 g triptona (Biolife Italiana, Milano, 
Italija), 5 g kvasnega ekstrakta (Biolife Italiana, Milano, Italija) in 5 g NaCl ter sestavine 
raztopili v 1 l vode MilliQ (Merck Millipore Synergy® UV, Darmstadt, Nemčija). Vrednost pH 
smo uravnali z dodatkom 1 ml 1 M NaOH. Gojišče smo prelili v steklenice in ga sterilizirali z 
avtoklaviranjem.  
 
3.2 METODE DELA 
3.2.1 Priprava krovnih stekelc premazanih s poli-L-lizinom 
Okrogla krovna stekelca s premerom 22 mm (Chance Propper, Velika Britanija) smo 10 min 
sterilizirali v mikrovalovni pečici na srednji jakosti, za tem jih 15 min razmaščevali v 70 % 
etanolu in dvakrat sprali z redestilirano vodo. V nadaljevanju smo krovna stekelca 15 min 
inkubirali v raztopini 10 µg/ml poli-L-lizina pri sobni temperaturi. Po končani inkubaciji in 
ponovnemu dvakratnemu spiranju v redestilirani vodi smo stekelca prislonili na sterilne manjše 
petrijevke s premerom 35 mm in jih sušili 2-3 h v laminariju. Suha krovna stekelca smo zaprli 
v petrijevke, ovili s parafilmom in do uporabe hranili pri temperaturi +4 ºC.  
 
3.2.2 Izolacija in priprava kulture primarnih podganjih astrocitov 
Izolacija in priprava kulture primarnih podganjih astrocitov je potekala v skladu z zakonodajo 
o delu na izoliranih tkivih, organih in truplih predhodno usmrčenih živali po 22.a členu Zakona 
o zaščiti živali (ZZZiv-UPB3, Uradni list RS, št. 38/2013 z dne 3. 5. 2013). Eksperimentalni 
protokol je bil odobren s strani Uprave RS za varno hrano, veterinarstvo in varstvo rastlin 
(Ministrstvo za kmetijstvo, gozdarstvo in prehrano, Dunajska cesta 22, 1000 Ljubljana), 
dokument št. U34401-47/2014/7, podpisan s strani Barbare Tomše, dr. vet. med..  
 
Primarne astrocite smo izolirali iz možganske skorje 2-3 dni starih podgan seva Wistar po 
prirejenem predhodno opisanem postopku (Schwartz in Wilson, 1992). Po dekapitaciji živali 
smo iz lobanje odstranili možgane in možgansko skorjo prenesli v izolacijski medij. S pomočjo 
lupe smo odstranili možgansko ovojnico, skorjo resuspendirali v izolacijskem gojišču, jo 
prenesli v 15 ml centrifugirko in centrifugirali dvakrat po 4 min pri 1.200 obratih/min. Po 
vsakem centrifugiranju smo odlili supernatant in pelet resuspendirali v 5 ml izolacijskega 
gojišča. Po drugem centrifugiranju smo resuspendiran pelet prenesli v manjšo petrijevko 
premera 35 mm in jo 3-5-krat previdno povlekli skozi injekcijske igle z notranjim premerom 
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1,1 mm, 0,8 mm in 0,6 mm, da smo razbili posamezne skupke celic. Nazadnje smo vsebino 
zadnje brizge prenesli skozi filter s premerom por 75 µm v novo 15 ml centrifugirko in vsebino 
centrifugirali 4 min pri 1.200 obratih/min. Po koncu centrifugiranja smo odlili supernatant in 
pelet resuspendirali v 5 ml hranilnega gojišča ter vsebino prenesli v gojitveno posodo za celične 
kulture s površino 25 cm2. Nasajene celice smo inkubirali v inkubatorju pri temperaturi 37 ºC, 
95 % relativni zračni vlažnosti in sestavi atmosfere 5 % CO2/95 % zrak, do ~70 % 
konfluentnosti. Celično kulturo smo z namenom, da jo očistimo mikroglije in oligodendrocitov, 
3-krat zaporedoma stresali čez noč pri 225 obratih/min pri sobni temperaturi. Jutro po stresanju 
smo hranilno gojišče zamenjali s svežim hranilnim gojiščem. Po tretjem stresanju smo celice 5 
min inkubirali v mešanici tripsin/EDTA pri temperaturi 37 ºC, odlepljene primarne astrocite 
prenesli v 15 ml centrifugirke in jih centrifugirali 5 min pri 900 obratih/min. Nato smo 
odpipetirali supernatant in celice resuspendirali v hranilnem gojišču. Suspenzijo celic smo 
nasadili v gojitvene posode s površino 10 cm2 in jih do uporabe oziroma največ 1 meseca hranili 
v inkubatorju pri temperaturi 37 ºC (5 % CO2/95 % zrak in 95 % zračna vlažnost). 
   
3.2.3 Nasaditev podganjih astrocitov na krovna stekelca premazana s poli-L-lizinom 
Iz gojitvene posode s kulturo primarnih podganjih astrocitov smo odpipetirali hranilno gojišče, 
celicam dodali 1,5 ml mešanice tripsin/EDTA in inkubirali 5 min pri 37 ºC. Po končani 
inkubaciji smo odlepljenim celicam v gojitveni posodi dodali 1,5 ml hranilnega gojišča in 
vsebino odpipetirali v dve 1,5 ml centrifugirki, v vsako po 1,5 ml ter jih centrifugirali 5 min pri 
900 obratih/min (Centric 150, Tehtnica, Železniki, Slovenija). Po končanem centrifugiranju smo 
odstranili supernatant in pelet nežno resuspendirali v 0,5 ml hranilnega gojišča. Skupke celic 
smo razbijali s previdnim vlečenjem suspenzije celic skozi injekcijske igle z notranjim 
premerom 1,1 mm, 0,8 mm in 0,6 mm, skozi vsako iglo 3-5-krat. Trideset-50 µl celične 
suspenzije primerne gostote smo nanesli na krovnike premazane s poli-L-lizinom in jih 
inkubirali v inkubatorju pri temperaturi 37 ºC, 95 % relativni zračni vlažnosti in sestavi 
atmosfere 5 % CO2/95 % zrak, da so se celice prilepile na podlago. Po 30 min smo celice 
oskrbeli z 2 ml svežega gojišča za astrocite in jih do izvedbe ter med poskusi vzdrževali v 
inkubatorju (37 ºC, 95 % relativna zračna vlažnost in 5 % CO2/95 % zrak).   
 
3.2.4 Priprava in gojenje organotipskih možganskih kultur iz odraslih podgan 
Priprava organotipskih možganskih kultur je potekala v skladu z zakonodajo o delu na izoliranih 
tkivih, organih in truplih predhodno usmrčenih živali po 22.a členu Zakona o zaščiti živali 
(ZZZiv-UPB3, Uradni list RS, št. 38/2013 z dne 3. 5. 2013). Eksperimentalni protokol je bil 
odobren s strani Uprave RS za varno hrano, veterinarstvo in varstvo rastlin (Ministrstvo za 
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kmetijstvo, gozdarstvo in prehrano, Dunajska cesta 22, 1000 Ljubljana), dokument št. U34401-
48/2014/7, podpisan s strani Barbare Tomše, dr. vet. med..  
 
Za gojenje organotipskih možganskih kultur smo si predhodno pripravili gojitvene plošče s 
šestimi vdolbinami premera 34 mm (Sarstedt, Nemčija), kamor smo odpipetirali 1 ml hranilnega 
gojišča za organotipske možganske kulture in vstavili membranski vložek s premerom por 
0,4 µm. Na posamezen membranski vložek smo položili dva koščka dodatne membrane s 
premerom por 0,45 µm tako, da sta se dobro omočila s hranilnim gojiščem in se med seboj nista 
prekrivala. Tako pripravljene plošče smo pred nasajanjem postavili v inkubator na 37 ºC (5 % 
CO2/95 % zrak in 95 % zračna vlažnost) za najmanj 2 uri oziroma največ 2 dni.  
 
Organotipske možganske kulture smo pripravili iz 2-3 mesece starih podganjih samčkov seva 
Wistar. Predno smo začeli z odstranjevanjem možganov smo gojišče za rezanje ~90 min 
postavili na temperaturo -20 ºC. Pripravili smo si dve posodi z ledom, v katerih smo ob izolaciji 
hranili 50-ml centrifugirko za možgane in veliko petrijevko za narezane rezine, napolnjeni z 
ledeno hladnim gojiščem za rezanje. Z ledom smo napolnili tudi mesto na vibratomu (Leica VT 
1000S, Leica Biosystems, Wetzlar, Nemčija), kamor smo kasneje vstavili mizico za rezanje. 
Sestavne dele vibratoma in pribor za pripravo rezin (rezilo, čopiče, žličko) smo predhodno 
sterilizirali s 70 % in nato še s čistim etanolom in jih posušili z uporabo UV luči v laminariju. 
Odrasle podgane smo pred dekapitacijo evtanazirali s 100 % CO2 (Messer Slovenija, Slovenija). 
Po dekapitaciji smo jim odstranili možgane in jih prenesli v 50 ml centrifugirko z ledeno 
hladnim gojiščem za rezanje, ki smo ga hranili na ledu. Možgane smo v laminariju položili na 
sterilen filter papir in s skalpelom odrezali male možgane in frontalni del velikih možganov 
(~tretjino celotnih možganov). Na mizico za rezanje vibratoma smo kanili kapljico sekundnega 
lepila in nanjo položili možgane z odrezanim frontalnim delom navzdol tako, da so bile rezine, 
ki smo jih pripravili, odrezane v koronalni ravnini. Za tem smo jih prelili z ledeno hladnim 
gojiščem za rezanje, da so bili v celoti prekriti. Iz tako pričvrščenih možganov smo z 
vibratomom pri nastavitvah hitrosti rezanja 0,125 mm/s in frekvenci 90 Hz pripravili koronalne 
rezine debeline 200 µm, z vidnim kortikalnim in hipokampalnim predelom. Rezine smo s 
pomočjo čopiča in žličke sproti prenašali v sveže ohlajeno gojišče za rezanje, ki smo ga hranili 
v laminariju v posodi z ledom.      
 
V laminariju smo posamezne rezine z uporabo žličke in čopiča prenesli v predhodno 
pripravljene gojitvene plošče na dodatno membrano na membranskem vložku (po 2 rezini na 
vdolbino) in jih 3-5 dni gojili v inkubatorju pri temperaturi 37 ºC, 95 % relativni zračni vlažnosti 
in sestavi atmosfere 5 % CO2/95 % zrak. Hranilno gojišče smo zamenjali dan po nasajanju in 
nato vsak drugi dan.  
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3.2.5 Spremljanje mobilnosti lipidnih kapljic v živih celicah v razmerah pred in po 
stimulaciji z ATP 
Dan po nasaditvi astrocitov na krovnike smo celicam zamenjali hranilno gojišče z 1 ml svežega 
hranilnega gojišča ali pa z 2 ml zunajcelične raztopine z 10 mM glukozo in jih 24 h inkubirali 
v inkubatorju. Po končani inkubaciji smo krovnike sprali z 1 ml zunajcelične raztopine in jih 
nato 5 min inkubirali v 50 nM raztopini barvila Nile Red v zunajcelični raztopini pri sobni 
temperaturi. Po končani inkubaciji smo krovnike ponovno sprali z 1 ml zunajcelične raztopine 
in jih vpeli v kamrico za opazovanje živih celic in celice opazovali pod konfokalnim 
mikroskopom. Med poskusom smo jih vzdrževali v zunajcelični raztopini. Celice smo opazovali 
pred in po dodatku raztopine ATP v končni koncentraciji 100 M. 
 
3.2.6 Gojenje podganjih astrocitov v kulturi in gojenje organotipskih možganskih kultur 
v prisotnosti različnih zunajceličnih dejavnikov in agonistov ter antagonistov AR 
Štiriindvajset ur po nasaditvi primarnih astrocitov na krovna stekelca oziroma po 3-5 dneh 
gojenja organotipskih možganskih kultur smo kulturi izpostavili različnim zunajceličnim 
stresnim dejavnikom in jih v njihovi prisotnosti gojili nadaljnjih 24 h v inkubatorju. Kontrolne 
(neobdelane) vzorce smo 24 h gojili samo v hranilnem gojišču.  
 
Pri poskusih, kjer smo ugotavljali vpliv presnovnega stresa in hipoksije na kopičenje LK v 
astrocitih, smo celično kulturo astrocitov in organotipsko možgansko kulturo izpostavili 
naslednjim dejavnikom: 
i. zunajcelični raztopini z 10 mM D-glukozo (delno pomanjkanje hranil), 
ii. zunajcelični raztopini brez D-glukoze (popolno pomanjkanje hranil), 
iii. hipoksiji, kjer smo kulturi v hipoksični kamrici (Billups-Rothenberg, Dell Mar, CA, 
ZDA) z dvournim presledkom prepihovali z mešanico zraka 1 % O2/5 % CO2/94 % N2 
dvakrat po 4 min (vpliv 1 % pO2),  
iv. OA v hranilnem gojišču v končni koncentraciji 300 µM (prekomerna količina prostih 
MK), 
v. DHA v hranilnem gojišču v končni koncentraciji 100 µM (prekomerna količina MK), 
vi. laktatu v hranilnem gojišču v končni koncentraciji 20 mM (prekomerna količina 
laktata), 
vii. D-sorbitolu v hranilnem gojišču v končni koncentraciji 40 mM (preverjanje vpliva 
spremembe osmolalnosti na kopičenje LK). 
Poskusi na celični kulturi astrocitov so bili izvedeni v paralelkah na vsaj dveh živalih, poskusi 
na organotipskih možganskih kulturah pa so bili izvedeni na vsaj dveh rezinah iz skupno treh 
živali.  
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Pri poskusih, kjer smo ugotavljali vpliv aktivacije AR na kopičenje LK, smo podganje astrocite 
v kulturi izpostavili neselektivnemu in selektivnim agonistom AR v končni koncentraciji: 
i. 100 µM NA (neselektivni agonist AR), 
ii. 100 µM Iso (selektivni agonist β-AR), 
iii. 50 nM Dex (selektivni agonist α2-AR), 
iv. 100 µM PE (selektivni agonist α1-AR), 
v. 100 µM Iso in 100 µM PE, 
vi. 100 µM Iso, 100 µM PE in 50 nM Dex.  
Po 8-12 h inkubaciji smo v hranilno gojišče, zaradi neobstojnosti agonistov AR v raztopini, le-
te ponovno dodali do ustrezne končne koncentracije. Poskusi so bili izvedeni v paralelkah na 
treh živalih.  
 
Pri poskusih, kjer smo preverjali vpliv aktivacije posameznega tipa AR na kopičenje LK, smo 
podganje astrocite v kulturi 30 min pred dodatkom neselektivnega agonista NA izpostavili 
različnim selektivnim antagonistom AR v končnih koncentracijah: 
i. 1 µM Prop (antagonist β-AR) in 100 µM NA, 
ii. 10 µM Atip (antagonist α2-AR) in 100 µM NA, 
iii. 10 µM Tera (antagonist α1-AR) in 100 µM NA, 
iv. 1 µM Prop, 
v. 10 µM Atip, 
vi. 10 µM Tera.  
Po 8-12 h inkubaciji smo v hranilno gojišče, zaradi neobstojnosti antagonistov in agonistov AR 
v raztopini, le-te ponovno dodali do ustrezne končne koncentracije. Poskusi so bili izvedeni v 
paralelkah na treh živalih. 
 
Pri poskusih, pri katerih smo inhibirali sintezo TAG in s tem kopičenje LK, smo astrocite v 
kulturi 24 h po nasaditvi na krovnike oskrbeli s svežim hranilnim gojiščem ali zunajcelično 
raztopino brez glukoze in jih ob sočasni prisotnosti selektivnih inhibitorjev encimov DGAT1 
(T863) in DGAT2 (PF-06424439) v končni koncentraciji 10 µM inkubirali še 24 h pri 
temperaturi 37 ºC.  
 
Celice smo prešteli z avtomatiziranim števcem celic ScepterTM (Merck Milipore, Darmstadt, 
Nemčija), ki deluje po t.i. Coulterjevem načelu; števec zaznava spremembe električnega toka 
med prehodom celic v prevodni tekočini skozi majhno odprtino v števni kapilari. Koncentracija 
celic se določi z merjenjem električnega upora, ki ga tvorijo posamezne celice v prevodni 
raztopini. Za štetje smo uporabili 60 µm senzor ScepterTM z merilnim območjem premera celic 
med 8,25 µm (spodnja meja) in 24,08 µm (zgornja meja). Rezultate smo obdelali s pomočjo 
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programa ScepterTM Software Pro 2.1 (Merck Milipore, Darmstadt, Nemčija). Dobljene 
koncentracije celic smo normirali na koncentracijo kontrolnih celic (hranilno gojišče). Poskusi 
so bili izvedeni v paralelkah na treh živalih.   
  
3.2.7 Imunocitokemijsko označevanje celičnih organelov in receptorja za proste maščobne 
kisline GPR40 v podganjih astrocitih v kulturi 
Celično kulturo astrocitov smo 24 h po nasaditvi na krovna stekelca najprej 3 min spirali v 2 ml 
PBS. Nato smo po celotni površini krovnika nakapali 300 µl 4 % raztopine PFA in celice 
inkubirali 15 min pri sobni temperaturi ter jih s tem fiksirali. Krovnikom, na katerih smo označili 
receptor za proste maščobne kisline GPR40, smo nato dodali še 300 µl 0,1 % raztopine Tritona 
X-100 v 4 % PFA (10 min). Sledilo je trikratno zaporedno 3 min spiranje z 2 ml PBS. Za 
zmanjšanje nespecifične vezave primarnih protiteles smo na krovnike nanesli 300 µl 10 % 
kozjega seruma v raztopini 3 % BSA v PBS in jih inkubirali pri temperaturi 37 ºC. Po končani 
1 h inkubaciji smo celice 3 min spirali v 2 ml PBS. Sledilo je označevanje celic s primarnimi in 
sekundarnimi protitelesi, ki smo jih razredčili v raztopini 3 % BSA v PBS. Vsak poskus smo 
izvedli v paralelki, v najmanj dveh neodvisnih ponovitvah (živalih). Izvedli smo tudi kontrolne 
poskuse, kjer celic nismo označili s primarnimi protitelesi, temveč smo na krovnike dodali zgolj 
300 µl BSA v PBS.  
 
Na posamezen krovnik smo odpipetirali 300 µl primarnih protiteles proti različnim 
označevalcem v končnih razredčitvah: 
i. anti-perilipin-2 (ADFP, angl. »adipose differentiation-related protein«), zajčje 
monoklonsko protitelo proti ADFP (Abcam, Cambridge, Velika Britanija) v razredčitvi 
1:1.000, 
ii. anti-D-serin, zajčje poliklonsko protitelo proti D-serinu (Gemacbio, Saint-Jean-d’Illac, 
Francija) v razredčitvi 1:1.000, 
iii. anti-vGLUT1, zajčje protitelo proti vGLUT1 (Synaptic Systems, Göttingen, Nemčija) v 
razredčitvi 1:1.000, 
iv. anti-ANP, zajčje poliklonsko protitelo proti ANP (Abcam, Cambridge, Velika Britanija) 
v razredčitvi 1:3.000, 
v. anti-LAMP1, zajčje poliklonsko protitelo proti LAMP1 (Abcam, Cambridge, Velika 
Britanija) v razredčitvi 1:100, 
vi. anti-LC3, mišje poliklonsko protitelo proti LC3 (MBL International Corporation, 
Woburn, MA, ZDA) v razredčitvi 1:100, 
vii. anti-GPR40, zajčje poliklonsko protitelo proti GPR40 (Nordic Biosite, Täby, Švedska) 
v razredčitvi 1:50, 
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viii. anti-GFAP, mišje monoklonsko protitelo proti GFAP v razredčitvi 1:100. Ta protitelesa 
smo nanesli na vse paralelke, razen kontrolnih, in jih inkubirali 2 h pri +37 ºC.  
 
Inkubacija s primarnimi protitelesi je potekala preko noči (~12 h) pri temperaturi +4 ºC. Po 
končani inkubaciji smo krovnike trikrat po 3 min spirali v PBS.  
 
V eni od paralelk, kjer so bile celice označene s primarnimi protitelesi proti GPR40, smo po 
spiranju celic takoj dodali sekundarna protitelesa, konjugirana z AlexaFluor488 (Invitrogen, Life 
Technologies, Eugene, Oregon, ZDA), ki smo jih razredčili v razmerju 1:600 in inkubirali 
45 min pri +37 ºC.  
 
Na vsak krovnik smo nato nanesli po 300 µl sekundarnih protiteles ustrezne razredčitve in 
inkubirali 45 min pri temperaturi +37 ºC: 
i. V poskusih imunocitokemijskega označevanja celičnih organelov smo v vseh primerih 
uporabili sekundarno protitelo, konjugirano z AlexaFluor488 (Invitrogen, Life 
Technologies, Eugene, Oregon, ZDA), ki smo ga razredčili v razmerju 1:500. 
ii. V poskusih imunocitokemijskega označevanja receptorja GPR40 pa smo poleg 
sekundarnega protitelesa, konjugiranega z AlexaFluor488, uporabili še sekundarno 
protitelo konjugirano z AlexaFluor546 (Invitrogen, Life Technologies, Eugene, Oregon, 
ZDA), oba v razmerju 1:600. Pri kontrolnih poskusih smo eno paralelko krovnikov 
označili s sekundarnimi protitelesi, konjugiranimi z AlexaFluor488, drugo pa s 
sekundarnimi protitelesi, konjugiranimi z AlexaFluor546.  
 
Po končani inkubaciji smo krovnike trikrat po 3 min spirali v PBS in jih po zadnjem spiranju 
inkubirali še v 100 nM raztopini fluorescenčnega barvila Nile Red (označi nevtralne lipide v 
LK) (Invitrogen, Life Technologies, Eugene, Oregon, ZDA) 5 min pri sobni temperaturi. Za tem 
smo krovnike še enkrat 3 min spirali v PBS.  
 
Po končanem označevanju smo krovnike previdno osušili s pomočjo papirnate brisačke in jih z 
označenimi celicami obrnjenimi navzdol pod kotom položili na 9 µl sredstva proti bledenju 
fluorescence SlowFade (Invitrogen, Life Technologies, Eugene, Oregon, ZDA). Pri tem smo 
pazili, da je med stekelcema ostalo čim manj zračnih mehurčkov. Krovnike smo na objektna 
stekelca pritrdili s prozornim lakom za nohte tako, da smo ga nanesli po robu krovnika in 
počakali, da se posuši. Tako smo pripravili trajne preparate. Vzorce smo do uporabe hranili pri 
temperaturi +4 ºC.  
 
Nekatere celične organele smo označili s fluorescenčnimi barvili, tu je označevanje potekalo na 
živih celicah (brez predhodne fiksacije z raztopino PFA). Mitohondrije smo označili s 
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fluorescenčnim barvilom MitoTracker Green FM ali MitoTracker CMX Red CMXRos 
(Invitrogen, Molecular Probes, Thermo Fisher Scientific), kjer smo celice 30 min inkubirali v 
2 ml zunajcelične raztopine s 50 nM končno koncentracijo barvila. Kisle predelke v celici smo 
označili s fluorescenčnim barvilom LysoTracker Green DND-26 (Invitrogen, Molecular Probes, 
Thermo Fisher Scientific), tu smo celice 5 min inkubirali v 1 ml zunajcelične raztopine s 
400 nM končno koncentracijo barvila LysoTracker. Za tem smo v obeh primerih celice enkrat 
sprali v zunajcelični raztopini in jih še 5 min inkubirali v 50 nM raztopini barvila Nile Red v 
PBS. Po končani inkubaciji smo krovnike vpeli v kamrico za opazovanje živih preparatov na 
konfokalnem mikroskopu in jih vzdrževali v zunajcelični raztopini. Izjema je barvilo BODIPY 
493/503, kjer smo celice predhodno fiksirali s 4 % PFA v PBS, jih za tem 5 min inkubirali v 
raztopini BODIPY 493/503 v koncentraciji 1 µg/ml v PBS in 5 min v 100 nM raztopini barvila 
Nile Red v PBS in pripravili trajne preparate (glej zgoraj).  
 
Za označitev ER smo v celice 24 h po nasaditvi vnesli plazmid z zapisom za rezidentni 
transportni membranski protein Sec61β, označen z zelenim fluorescenčnim proteinom (plazmid 
je bil razvit v laboratoriju T. Rapoport; Addgene, Watertoen, MA, ZDA) z uporabo 
transfekcijskega reagenta FuGENE® 6 (Promega, Madison, WI, ZDA). V sterilno 1,5 ml 
centrifugirko smo zamešali lipofekcijsko mešanico, ki je vsebovala 0,5 µg/ml pDNA, 100 µl 
lipofekcijskega gojišča in 3 µl reagenta FuGENE® 6 in zmes inkubirali 20 min pri sobni 
temperaturi. Krovnikom s celicami, ki smo jih transfecirali, smo zamenjali hranilno gojišče z 
900 µl svežega hranilnega gojišča, v katerega smo po končani inkubaciji dodali 100 µl 
lipofekcijske mešanice. Celice smo inkubirali v inkubatorju 16 h pri temperaturi 37 ºC. Po 
končani inkubaciji smo transfecirane celice na krovnikih 3 min spirali v 2 ml PBS in jim nato 
dodali 300 µl 4 % PFA. Po končani 15 min fiksaciji smo celice trikrat po 3 min spirali v 2 ml 
PBS, za tem pa jih še 5 min inkubirali v 100 nM raztopini Nile Red v PBS. Po končani inkubaciji 
smo celice 3 min spirali v 2 ml PBS in pripravili trajne preparate (glej zgoraj). Vzorce smo do 
uporabe hranili pri temperaturi +4 ºC.  
 
3.2.8 Imunohistokemijsko označevanje organotipskih možganskih kultur 
Po 24 h stimulaciji rezin z različnimi zunajceličnimi dejavniki, smo posamezno organotipsko 
možgansko rezino skupaj z dodatno membrano s pomočjo pincete prenesli na plošče z 12 
vdolbinami premera 22 mm in v digestoriju na vsako rezino odpipetirali 600 µl 4 % raztopine 
PFA, s katero smo fiksirali rezine. Inkubirali smo jih 4 h pri sobni temperaturi. Za tem je sledilo 
štirikratno 15 min spiranje rezin v 1 ml PBS. Po zadnjem spiranju smo na rezine odpipetirali po 
1 ml raztopine za blokiranje in permeabilizacijo ter inkubirali preko noči (oz. največ 18 h) pri 
temperaturi +4 ºC.  
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Po končani inkubaciji smo na vsako rezino odpipetirali 100 µl primarnih protiteles proti 
astrocitnemu proteinu GFAP v raztopini za redčenje protiteles pri imunohistokemiji v 
razredčitvi 1:100 z namenom selektivne označitve astrocitov v rezinah. Rezine smo s 
primarnimi protitelesi inkubirali 24 h pri temperaturi +4 ºC. Zaradi majhnega delovnega 
volumna smo k vsaki rezini v kadičko poleg plošče položili še vlažno papirnato brisačko, da 
smo preprečili izsušitev rezin. Po končani inkubaciji je sledilo štirikratno 15 min spiranje rezin 
z raztopino za spiranje pri imunohistokemiji. Za tem smo na rezine nanesli 200 µl sekundarnih 
protiteles konjugiranih z AlexaFluor546 v razredčitvi 1:600 v raztopini za spiranje. Rezine smo 
inkubirali 2 h pri sobni temperaturi. Po končani inkubaciji je sledilo štirikratno 15 min spiranje 
rezin v 1 ml PBS. 
 
Nato smo na vsako rezino odpipetirali po 1 ml raztopine BODIPY 493/503 v končni 
koncentraciji 5 µg/ml in inkubirali 20 min pri sobni temperaturi. Barvanju je sledilo dvakratno 
10 min spiranje rezin v 1 ml PBS. Za tem smo rezine inkubirali še v 300 µl raztopine s 30 µM 
DAPI 5 min pri sobni temperaturi z namenom označitve celičnih jeder. Sledilo je trikratno 5 min 
spiranje rezin v PBS. Od postopka označevanja rezin s sekundarnimi protitelesi je barvanje 
potekalo zaščiteno pred svetlobo (plošče z rezinami smo prekrili z aluminijasto folijo). Po 
zadnjem spiranju smo označene rezine skupaj z dodatno membrano prenesli na objektna 
stekelca tako, da je bila dodatna membrana v stiku z objektnikom. Predhodno smo na krajša 
robova objektnega stekelca s prozornim lakom za nohte prilepili krovna stekelca, da je med 
njima nastal globlji prostor za rezino. Na vsako rezino smo nanesli 1-2 kapljici reagenta za 
preprečevanje bledenja fluorescence Vectashield (Vector Laboratories, ZDA) ter jo pokrili s 
krovnim stekelcem, ki smo ga po nekaj min z lakom za nohte pritrdili na predpripravljen 
objektnik.  
 
3.2.9 Laserska konfokalna fluorescenčna mikroskopija  
Poskuse na živih celicah v realnem času smo izvedli na konfokalnem mikroskopu LSM 510 
META (Carl Zeiss, Nemčija) z uporabo oljnega imerzijskega objektiva Plan-Neofluar 63×/1,4 
Oil DIC (Carl Zeiss, Nemčija). Za vzbujanje fluorescence barvil MitoTracker Green FM in 
LysoTracker smo uporabili argonski laser z valovno dolžino 488 nm in emitirano svetlobo 
pasovno filtrirali v območju 505-530 nm in slike zajemali z dvakratno digitalno povečavo in 8-
kratnim povprečenjem slik. Za spremljanje mobilnosti LK smo z barvilom Nile Red označene 
astrocite vzbujali s helij-neonskim laserjem z valovno dolžino 543 nm in zajemali emisijo 
fluorescence z valovnimi dolžinami >560 nm, kar smo dosegli z uporabo dolgopasovnega 
emisijskega filtra. Konfokalne mikrografije smo zajemali s frekvenco 2 Hz, in sicer 1 min v 
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razmerah pred stimulacijo (30 mikrografij) in 3 min (90 mikrografij) po stimulaciji s 100 µM 
ATP.  
 
Podganje astrocite v kulturi in organotipske možganske kulture smo opazovali pod invertnim 
konfokalnim mikroskopom LSM 780 (Carl Zeiss, Nemčija) z uporabo 40×/1,3 Oil DIC ali 
63×/1,4 Oil DIC oljnega imerzijskega objektiva (Carl Zeiss, Nemčija).  
 
V poskusih kolokalizacije smo slike astrocitov v kulturi zajemali z dvakratno digitalno 
povečavo in 8-kratnim povprečenjem slik. Za vzbujanje fluorescence barvila BODIPY 493/503 
in fluoroforja AlexaFluor488 smo uporabili argonski laser z valovno dolžino 488 nm in emitirano 
svetlobo pasovno filtrirali v območju 500-550 nm. Za vzbujanje fluorescence AlexaFluor546 in 
barvila Nile Red smo uporabili helij-neonski laser z valovno dolžino 561 nm in emitirano 
svetlobo pasovno filtrirali v območju 565-630 nm. Za vzbujanje fluorescence DAPI smo 
uporabili živosrebrno žarnico (Mercury Lamp Power Supply Xcite 120Q, Excelitas 
Technologies, Nemčija) z valovno dolžino 405 nm in emitirano svetlobo pasovno filtrirali v 
območju 413-463 nm.  
 
V poskusih vpliva zunajceličnih dejavnikov na kopičenje LK smo celice znotraj vsake serije 
poskusov posneli pri isti občutljivosti detektorja za emisijo zelene (BODIPY 493/503) oz. rdeče 
(Nile Red) svetlobe, ki smo ga določili glede na jakost emisije zelene oz. rdeče svetlobe v 
kontrolnih vzorcih (hranilno gojišče). V primeru celičnih kultur smo vsak preparat najprej 
pregledali v celoti, nato pa posneli 10-15 vidnih polj s celicami (~1-5 celic/vidno polje). V 
primeru organotipskih kulturah smo opazovali področji korteksa (možgansko skorjo) in 
hipokampusa, kjer smo zajemali astrocite (GFAP-pozitivne celice) z zdravim jedrom. Na 
posameznem preparatu smo za posamezno možgansko področje (korteks in hipokampus) zajeli 
~10 slik, in sicer smo posamezno sliko zajeli tako, da smo na področju pozitivnega signala 
GFAP (astrocita) zaporedno zajeli več optičnih rezin v z-dimenziji, t.i. z-slojev (angl. »z-
stack«). Debelina posamezne optične rezine je bila 2,5 µm.  
 
3.2.10 Superločljivostna mikroskopija s strukturirano osvetlitvijo (SIM) 
V poskusih vpliva aktivacije agonistov AR na velikost LK in meritvah razdalj med LK in 
mitohondriji smo uporabili superločljivostno mikroskopijo s strukturirano osvetlitvijo (SIM, 
angl. »structured illumination microscopy), ki omogoča zajemanje slik z boljšo resolucijo. Slike 
z BODIPY 493/503 označenih fiksiranih celic oziroma z BODIPY 493/503 in MitoTracker Red 
CMXRos označenih živih celicah smo zajemali z mikroskopom Elyra PS.1 (Carl Zeiss, 
Nemčija) z uporabo oljnega imerzijskega objektiva 63×/1,4 Oil DIC M27. Za vzbujanje 
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fluorescence barvila BODIPY 493/503 in MitoTracker Red CMXRos smo uporabili argonski 
laser z valovno dolžino 488 nm in laser z valovno dolžino 561 nm in emitirano svetlobo pasovno 
filtrirali v območju 495-575 nm (BODIPY 493/503) in 570-650 nm (MitoTracker CMXRos). 
Slike smo zajemali s kamero EMCCD (Andor iXon 885) z možnostjo spreminjanja časa 
osvetlitve in moči laserja, ki smo jih v primeru poskusov vpliva aktivacije agonistov AR na 
kopičenje LK prilagodili glede na kontrolne celice (celice v hranilnem gojišču) in enake 
nastavitve uporabljali za vse preparate znotraj iste serije. Pri posamezni celici smo zaporedno 
zajeli več optičnih rezin v z-dimenziji (debelina optične rezine je bila 500 nm).   
 
3.2.11 Namnožitev in izolacija plazmidne DNA z zapisom za FRET-nanosenzorje in 
protein Sec61β  
Bakterijske celice Escherichia coli DH5α z vneseno plazmidno DNA (pDNA) pcDNA3 z 
zapisom za Epac1-camps (Julius-Maximilians Univerza v Wuertzburgu, Nemčija), AKAR2 
(Howard Hughes Medical Institute Laboratories, Univerza v Kaliforniji, San Diego), pcDNA3.1 
z zapisom za Laconic (Centro de Estudios Científicos, Valdivia, Čile) in pc3.1 z zapisom za 
FLII12Pglu-700µ∆6 (Takanaga in sod., 2008) smo namnožili v gojišču LB v prisotnosti 100 
µg/ml antibiotika ampicilina in pDNA pACGFP1-C1 z zapisom za Sec61β smo namnožili v LB 
gojišču v prisotnosti 50 µg/ml antibiotika kanamicina. Gojišče s celicami smo 16 h stresali na 
250 obratih/min pri 37 ºC. pDNA smo izolirali po navodilu proizvajalca s kompletom za 
vakuumsko izolacijo DNA (PureYieldTM Plasmid Midiprep System, Promega, Madison, ZDA). 
Koncentracijo in čistost izolirane pDNA smo preverili spektrofotometrično z meritvami 
absorbance (spektrofotometer Ultrospec 3100 pro (Amersham Biosciences, Little Chalfont, 
Velika Britanija)). Koncentracijo (c) izolirane pDNA smo izračunali iz absolutne vrednosti A260 
po enačbi: 
 
𝑐 pDNA (µg/ml) = A260 × 𝐷𝐹 × 50 µg/ml                                 ... (1), 
 
kjer DF (angl. »dilution factor«) predstavlja faktor razredčitve. Čistost izolirane pDNA smo 
določili iz razmerja absorbance (A) raztopine pri valovni dolžini 260 nm (A260) in 280 nm 
(A280). Plazmide smo do uporabe hranili pri temperaturi -20 ºC.  
 
Plazmida RFP-TDP-43wt (pTagRFP-C::TDP-43wt [RFP-TDP-43wt]) in RFP-TDP-43208-414 
(pTagRFP-C::TDP-43208–414 [RFP-TDP-43208–414]) so pripravili in izolirali na Oddelku za 
biotehnologijo, na Institutu Jožef Stefan (Ljubljana, Slovenija).  
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3.2.12 Transfekcija celične kulture podganjih astrocitov s plazmidno DNA z zapisom za 
FRET-nanosenzorje 
Štiriindvajset-48 h po nasaditvi astrocitov na krovnike premazane s PLL smo z metodo 
lipofekcije v celice vnesli konstrukte pDNA z zapisom za FRET-nanosenzorje Epac1-camps, 
AKAR2, Laconic oz. FLII12Pglu-700µ∆6. V sterilni 1,5 ml centrifugirki smo pripravili 
lipofekcijsko mešanico, ki je vsebovala 100 µl lipofekcijskega gojišča, 3 µl lipofekcijskega 
reagenta FuGENE® 6 (Promega, Madison, ZDA) in 1 µg ustrezne pDNA ter mešanico 
inkubirali 20 min pri sobni temperaturi. Krovnikom z nasajenimi astrociti smo zamenjali 
hranilno gojišče z 900 µl svežega hranilnega gojišča in mu po končani inkubaciji dodali 100 µl 
lipofekcijske mešanice. V poskusih adrenergične stimulacije astrocitov z vključki TDP-43 smo 
v astrocite z metodo lipofekcije sočasno vnesli pDNA z zapisom za FRET-nanosenzor Laconic 
in pDNA z zapisom za RFP-TDP-43wt oz. RFP-TDP-43208-414, vsakega v končni koncentraciji 
1 µg/ml. Petrijevke s krovniki smo inkubirali v inkubatorju 16-36 h pri temperaturi +37 ºC. 
 
3.2.13 Fluorimetrične meritve [Ca2+]i v posameznem astrocitu v celični kulturi s kalcijevim 
indikatorjem Fluo-4, AM  
Štiriindvajset-48 h po nasaditvi astrocitov na krovnike smo celice barvali s fluorescenčnim 
barvilom Fluo-4, AM (Molecular Probes, Eugene, Oregon, ZDA), Ca2+-indikatorjem, ki prehaja 
celične membrane. Enemu ml svežega hranilnega gojišča v petrijevki s celicami smo dodali 
indikator Fluo-4, AM v končni koncentraciji 2 µM in celice inkubirali 30 min v temi pri sobni 
temperaturi. Po končani inkubaciji smo odstranili hranilno gojišče z barvilom, celice sprali v 
1 ml svežega hranilnega gojišča in jih oskrbeli s svežim ml hranilnega gojišča brez barvila ter 
jih dodatnih 30 min inkubirali v temi pri sobni temperaturi.  
 
Meritve sprememb v [Ca2+]i z uporabo barvila Fluo-4, AM smo izvedli s pomočjo invertnega 
konfokalnega mikroskopa LSM 780 (Carl Zeiss, Nemčija) in astrocite opazovali pod oljnim 
imerzijskim objektivom 40×/1,3 Oil DIC (poskusi stimulacije astrocitov z MK) oz. zračnim 
plan-apokromatskim objektivom 20×/0,8 (poskusi adrenergične stimulacije astrocitov z 
izraženim RFP-TDP-43wt oz. RFP-TDP-43208-414) (Carl Zeiss, Nemčija). Krovnike z označenimi 
celicami smo namestili v snemalno kamrico in jih oskrbeli z 200 µl zunajcelične raztopine s 
3 mM glukozo. V vidnem polju smo poiskali skupino označenih celic in fluorescenco vzbujali 
z argonskim laserjem pri valovni dolžini 488 nm vsako sekundo, emitirano svetlobo pa pasovno 
filtrirali v območju 505-530 nm.  
 
Po 200 s zajemanja (bazalna raven) smo celicam dodali 200 µl zunajcelične raztopine z DHA 
oz. OA tako, da je bila končna koncentracija DHA oz. OA na krovniku v kamrici 10 µM. V 
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kontrolnih poskusih smo namesto z DHA oz. z OA, celice stimulirali z zunajcelično raztopino, 
kateri smo dodali le raztopino DMSO (v katerem smo raztapljali DHA) oz. raztopino kloroforma 
(v katerem smo raztapljali OA). Celotno zajemanje slik je trajalo 700 s.  
 
V poskusih z astrociti, ki so izražali RFP-TDP43wt v jedru oz. RFP-TDP208-414 v citoplazmi 
(TDP-43 vključki), smo celicam, ki smo jih predoznačili s Fluo-4, AM po 100 s zajemanja 
(bazalna raven) dodali 200 µl zunajcelične raztopine s 100 µM NA in jih opazovali še 300 s. V 
kontrolnih poskusih smo celice stimulirali samo z zunajcelično raztopino. 
   
3.2.14 Meritve [cAMP]i, aktivnosti PKA, [laktat]i in [glukoza]i v posameznem astrocitu v 
celični kulturi v realnem času z metodo FRET 
Merjenje sprememb v [cAMP]i, aktivnosti PKA, [laktat]i in [glukoza]i v astrocitih, v katere smo 
z lipofekcijo vnesli pDNA z zapisom za FRET-nanosenzorje Epac1-camps, AKAR2, Laconic 
in FLII12Pglu-700µ∆6 smo izvedli v realnem času z invertnim fluorescenčnim mikroskopom 
Axio Observer.A1 (Carl Zeiss, Nemčija), pod vodnim imerzijskim objektivom s povečavo 
63×/NA 1,4. Celice smo vzbujali s svetlobo svetlobnega modula Colibri.2 (Carl Zeiss, Nemčija) 
z valovno dolžino 435 nm. Emitirano svetlobo je delilec slike (Optical Insights, Tucson, 
Arizona, ZDA) s pomočjo dveh emisijskih filtrov zaznal kot ločeni emisiji obeh fluoroforjev 
nanosenzorja, 469-491 nm za CFP (Epac1-camps in AKAR2) oz. mTFP (Laconic) oz. ECFP 
(FLII12Pglu-700µ∆6) in 530-4095 nm za YFP (Epac1-camps in AKAR2) oz. Venus (Laconic) 
oz. EYFP (FLII12Pglu-700µ∆6). Za zajemanje slik smo uporabili kamero Axiocam 702 in 
program ZEN (Carl Zeiss, Nemčija). Emisijo nanosenzorjev Epac1-camps in AKAR2 smo 
zajemali vsake 3 s, emisijo nanosenzorja Laconic in FLII12Pglu-700µ∆6 pa vsakih 10 s.  
 
V poskusih, kjer smo ugotavljali vpliv Ca2+-signalne poti na koncentracijo laktata v astrocitih 
brez prisotnosti zunajcelične glukoze, smo v astrocite z metodo lipofekcije najprej vnesli pDNA 
z zapisom za FRET-nanosenzor Laconic. Celice, ki so izražale Laconic, smo opazovali v 
realnem času z invertnim mikroskopom Zeiss Axio Observer.A1 (Carl Zeiss, Nemčija), pod 
vodnim imerzijskim objektivom s povečavo 63×/NA 1,2. Celice smo vzbujali z 
monokromatorjem Polychrome V (Till Photonics GmbH, Nemčija) (λ = 436/10 nm). Čas 
vzbujanja je bil 500 ms. Slike smo zajemali zaporedno s pomočjo kamere CCD (angl. »charge 
coupled device«) in programa Live Acquisition 2.1.0.10 (Till Photonics, Nemčija). Emitirano 
svetlobo je delilec slike usmeril skozi dva emisijska filtra, modrozelenega (480/30 nm) in 
rumenega (535/40 nm). Tako nam je bilo omogočeno ločeno zaznavanje emisijske svetlobe 
mTFP in Venus. Emisijo nanosenzorja Laconic smo zajemali vsakih 10 s.  
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Krovnike s transfeciranimi astrociti smo predhodno 10 min inkubirali v karbonatnem pufru s 
3 mM glukozo pri sobni temperaturi, nato pa jih vpeli v snemalno kamrico in jih oskrbeli z 200 
µl svežega karbonatnega pufra. Pod okularjem smo poiskali celico z ustrezno stopnjo izražanja 
posameznega konstrukta. Pred začetkom snemanja smo posneli sliko pod presevno svetlobo in 
fluorescenčno sliko preparata.  
 
3.2.15 Draženje astrocitov, ki so izražali konstrukt Epac1-camps oz. AKAR2, z DHA in 
antagonistom GW1100 
Emisijo celic, ki so izražale Epac1-camps oz. AKAR2, smo zajemali v 3 s časovnih intervalih 
900 s. Celicam smo po 100 s snemanja (bazalna linija) dodali: 
i. 200 µl karbonatnega pufra z DHA tako, da je bila končna koncentracija DHA 10 µM. 
ii. 200 µl karbonatnega pufra, ki smo mu namesto DHA dodali samo ustrezno količino 
DMSO, v katerem smo raztapljali DHA (kontrolni stimulus). 
iii. V poskusih draženja astrocitov z antagonisti receptorja GPR40, smo celice pred 
začetkom snemanja 10 min inkubirali v prisotnosti 1 µM antagonista GW1100 ter nato 
enako koncentracijo antagonista vzdrževali skozi celotno snemanje. Po 100 s smo celice 
stimulirali z DHA, v končni koncentraciji 10 µM (GW1100 + DHA). 
iv. Da smo preverili učinkovitost senzorja, smo celice po 500 s stimulirali z NA v končni 
koncentraciji 100 µM. Ti odzivi v rezultatih niso prikazani. 
  
3.2.16 Draženje astrocitov, ki so izražali konstrukt Laconic z agonistoma receptorja 
GPR40, DHA in TAK875 
Emisijo celic, ki so izražale Laconic, smo zajemali v 10 s časovnih intervalih 1.000 s. Celicam 
smo po 200 s snemanja (bazalna linija) dodali: 
i. 200 µl karbonatnega pufra z DHA tako, da je bila končna koncentracija DHA 10 µM. 
ii. 200 µl karbonatnega pufra, ki smo mu namesto DHA dodali samo ustrezno količino 
DMSO, v katerem smo raztapljali DHA (kontrolni stimulus). 
iii. 200 µl karbonatnega pufra s TAK875 tako, da je bila končna koncentracija TAK875 
10 µM. 
iv. 200 µl karbonatnega pufra, ki smo mu namesto TAK875 dodali samo ustrezno količino 
DMSO, v katerem smo raztapljali TAK875 (kontrolni stimulus). 
Da smo preverili učinkovitost senzorja, smo celicam po 800 s dodali karbonatni pufer z laktatom 
v končni koncentraciji 20 mM. Ti odzivi v rezultatih niso prikazani. 
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3.2.17 Draženje astrocitov, ki so izražali konstrukt Laconic oz. FLII12Pglu-700µ∆6, z 
agonisti AR, Iso in PE ter agonistom purinergičnih receptorjev, ATP 
Emisijo senzorja Laconic smo v astrocitih, ki so poleg Laconica izražali še RFP-TDP43wt v 
jedru ali RFP-TDP208-414 v citoplazmi (citoplazemski TDP43 vključki), zajemali v 10 s časovnih 
intervalih 900 s. Celicam smo po 200 s snemanja (bazalna linija) dodali: 
i. 200 µl karbonatnega pufra z agonistom β-AR Iso tako, da je bila končna koncentracija 
Iso 100 µM. 
ii. 200 µl karbonatnega pufra (kontrolni stimulus). 
Da smo preverili učinkovitost FRET-nanosenzorja Laconic, smo celicam po 800 s dodali 
karbonatni pufer z laktatom v končni koncentraciji 20 mM. Ti odzivi v rezultatih niso prikazani.  
 
Emisijo senzorjev Laconic oz. FLII12Pglu-700µ∆6 v astrocitih smo v poskusih, kjer smo 
ugotavljali vpliv aktivacije AR in purinergičnih receptorjev na [glukoza]i in [laktat]i, zajemali v 
10 s časovnih intervalih 1.200 s. Celicam smo po 300 s snemanja (bazalna linija) dodali: 
i. 200 µl karbonatnega pufra (kontrolni stimulus). 
ii. 200 µl karbonatnega pufra s kombinacijo agonistov α1-AR PE in β-AR Iso tako, da je 
bila končna koncentracija Iso 200 µM in končna koncentracija PE 100 µM. 
iii. 200 µl karbonatnega pufra z agonistom α1-AR PE tako, da je bila končna koncentracija 
PE 100 µM (v poskusih s 3 mM glc ECS in 0 mM glc ECS). 
iv. Pri poskusih z inhibitorjem glikogen fosforilaze (DAB, 1,4-dideoksi-1,4-imino-d-
arabinitol) smo astrocite pred snemanjem 1 h inkubirali v 1 ml hranilnega gojišča z 
dodanim DAB v končni koncentraciji 300 µM. Po končani inkubaciji smo odstranili 
hranilno gojišče z DAB, sprali s karbonatnim pufrom, krovnik prenesli v kamrico in mu 
dodali 200 µl karbonatnega pufra z DAB. Celice smo po 300 s stimulirali z agonisti AR 
(kombinacija Iso+PE ali samo PE) in pri tem ves čas vzdrževali isto koncentracijo DAB 
(300 µM).  
v. 200 µl karbonatnega pufra z ATP tako, da je bila končna koncentracija ATP 100 µM.  
Da smo preverili učinkovitost FRET-nanosenzorjev Laconic oz. FLII12Pglu-700µ∆6, smo 
celicam po 900 s dodali karbonatni pufer z laktatom v končni koncentraciji 20 mM (Laconic) 
oz. karbonatni pufer z D-glukozo v končni koncentraciji 10 mM (FLII12Pglu-700µ∆6). Ti odzivi 
v rezultatih niso prikazani.  
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3.3 ANALIZA PODATKOV IN STATISTIKA 
3.3.1 Analiza kolokalizacije LK in celičnih organelov 
Za analizo kolokalizacije smo uporabili predhodno napisan program za programsko opremo 
MATLAB (Math Works, ZDA) (Kreft in sod., 2004). Program v 8-bitni sliki prešteje vse rdeče 
(barvilo Nile Red), vse zelene (fluorofor AlexaFluor488, barvila BODIPY 493/503, MitoTracker 
Green in LysoTracker ter fuzijski protein EGFP-Sec61β) in vse rumene slikovne pike, ki so 
prekrivajoče se rdeče in zelene slikovne pike, pri predhodno določenih pragovih največje 
intenzitete fluorescence (256 AU, arbitrarne enote, angl. »arbitrary units«). Za analizo smo 
uporabili le podatke 20 % praga fluorescence, torej slikovne pike, ki imajo intenziteto 
fluorescence večjo od 51 AU. 
  
S pomočjo programa Excel (Microsoft, ZDA) smo izračunali odstotek kolokaliziranih (rdečih 
in hkrati zelenih) slikovnih pik glede na vse rdeče slikovne pike (samo rdeče in rdeče, ki so bile 
hkrati zelene) za vsako sliko: 
 
                 𝑘𝑜𝑙𝑜𝑘𝑎𝑙𝑖𝑧𝑎𝑐𝑖𝑗𝑎 (%) =
š𝑡.  𝑟𝑢𝑚𝑒𝑛𝑖ℎ 𝑠𝑙𝑖𝑘𝑜𝑣𝑛𝑖ℎ 𝑝𝑖𝑘 ×100
š𝑡.  𝑣𝑠𝑒ℎ 𝑟𝑑𝑒č𝑖ℎ 𝑠𝑙𝑖𝑘𝑜𝑣𝑛𝑖ℎ 𝑝𝑖𝑘
                                 ... (2) 
 
Slike mask, ki ponazarjajo prekrivanje zelenih in rdečih slikovnih pik (kolokaliziranih slikovnih 
pik) na sliki smo pripravili s pomočjo programa LSM 510 META in orodja »Histo tool«, kjer 
smo nastavili prag na 20 % maksimalne intenzitete (51 AU) originalnih slik in jih izvozili v 
obliki formata tif.  
 
3.3.2 Analiza mobilnosti LK v podganjih astrocitih v kulturi 
Časovna zaporedja konfokalnih posnetkov smo izvozili kot datoteke tif in s programsko opremo 
MATLAB (MathWorks, ZDA) in programom ParticleTR (Celica, Ljubljana, Slovenija) 
(Potokar in sod., 2005) spremljali mobilnost LK v času. V posamezni celici smo naključno 
izbrali ~50 LK in ročno in/ali avtomatsko sledili njihovim premikom v času, v zaporedju 30 slik 
(razmere pred stimulacijo z ATP) in 90 slik (razmere po stimulaciji z ATP). S pomočjo 
pridobljenih koordinat posameznih LK v časovnem zaporedju slik smo za 60 s obdobja 
izračunali več parametrov mobilnosti: 
i. dolžino poti (angl. »track length«, TL), 
ii. največji odmik na prepotovani poti (angl. »maximal displacement«, MD), 
iii. hitrost, ki smo jo izračunali kot TL/čas. 
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LK, ki so v 60 s obdobju prepotovale več kot 1 µm (MD > 1 µm), ki predstavlja približno 1 % 
premera astrocita, smo označili za usmerjene. Nasprotno smo LK, ki so v 60 s obdobju 
prepotovale manj kot 1 µm (MD < 1 µm), označili za neusmerjene (Potokar in sod., 2005).  
Indeks usmerjenosti (angl. »directionality index«, DI) podaja razmerje med največjim odmikom 
LK na poti (MD) in dolžino poti LK (TL). Indeks usmerjenosti 1 ponazarja gibanje v ravni liniji 
(Potokar in sod., 2005).  
 
3.3.3 Analiza emisije rdeče oziroma zelene fluorescence z Nile Red- ali BODIPY 493/503-
označenih LK  
Na vsaki zajeti sliki smo v programu LSM 510 META (Carl Zeiss, Nemčija) ali programu Zen 
(Carl Zeiss, Nemčija) v načinu »Histo-Area« ali »Histo« označili površino (prečni optični 
prerez) posamezne celice. Pri določitvi površine celice smo si pri celičnih kulturah pomagali s 
slikami, posnetimi pod presevno svetlobo. V primeru posnetkov organotipskih kultur pa smo na 
vsaki posneti optični rezini za analizo izbrali področje, označeno s protitelesi proti astrocitnemu 
označevalcu GFAP. Za označeno področje smo odčitali podatke o i) številu vseh slikovnih pik 
v prečnem optičnem prerezu označene celice (v nadaljevanju površina celice) in ii) številu 
rdečih (barvilo Nile Red, celična kultura) oz. zelenih (barvilo BODIPY 493/503, organotipske 
kulture) slikovnih pik v prečnem optičnem prerezu označene celice (v nadaljevanju površina 
LK). Rdeče in zelene slikovne pike smo analizirali pri pragu 20 % (51 AU) maksimalne 
intenzitete fluorescence (256 AU), s čimer smo ločili z Nile Red- oz. BODIPY 493/503-
označene slikovne pike od svetlobnih pik ozadja. 
 
Podatke smo beležili s pomočjo programa Excel (Microsoft, ZDA). Za posamezno celico v 
kulturi astrocitov smo izračunali delež z Nile Red- oz. BODIPY 493/503-označenih slikovnih 
pik (pri pragu 20 % maksimalne intenzitete fluorescence) glede na vse slikovne pike (v 
nadaljevanju delež LK na celico). V primeru organotipskih kultur smo delež LK na celico 
določili tako, da smo za vsako GFAP-označeno celico z jasno vidnim DAPI-označenim jedrom 
sešteli podatke vseh optičnih rezin za i) zelene slikovne pike (posnete pri pragu 20 % 
maksimalne intenzitete fluorescence) in ii) za vse slikovne pike. Seštevek zelenih svetlobnih pik 
smo nato delili s seštevkom vseh slikovnih pik (v nadaljevanju delež LK na celico). Vrednosti 
znotraj iste ponovitve smo normirali glede na povprečno vrednost kontrolnih neobdelanih 
vzorcev (hranilno gojišče; kontrola). Normirane podatke vseh neodvisnih ponovitev smo 
združili. Končne rezultate smo prikazali kot povprečno vrednost ± s.n.  
 
Povprečno število LK na celico in obseg posameznih LK smo določili s pomočjo programa Fiji 
(LOCI, Univerza v Wisconsinu, ZDA; (Schindelin in sod., 2012)) in funkcije »Analyze 
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Particles«. Na slikah smo označili površino prečnega optičnega prereza posamezne celice in 
nastavili 20 % (51 AU) prag maksimalne intenzitete fluorescence. Sliko smo spremenili v 
binarno (vrednosti slikovnih pik od 0 do 1) in s funkcijo »Watershed« ločili LK, ki so bile v 
stiku. Na podlagi predpostavke, da imajo LK sferično obliko, smo iz obsega izračunali premer 
LK po enačbi d = O/π, kjer d označuje premer LK, O pa obseg LK.  
 
V poskusih mikroskopije SIM smo LK na slikah prešteli ročno. Upoštevali smo le tiste LK, ki 
so bile v dani optični ravnini (debelina 500 nm) v fokusu. Premer LK smo določili z uporabo 
programa Zen. Na slikah smo za vsako posamezno LK v fokusu izmerili t.i. polno širino na 
polovici maksimuma  (FWHM, angl. »full width at half maximum«) intenzitete fluorescence po 
sredini LK v dveh ortogonalnih smereh. V programu smo z orodjema »Profile« in »Arrow« 
označili širino celotne LK in iz grafa razdalje v odvisnosti od intenzitete zelene fluorescence 
BODIPY 493/503 določili maksimalno vrednost intenzitete zelene fluorescence in nato še 
razdaljo med polovičnima vrednostma maksimalne fluorescence, ki predstavlja FWHM za 
posamezno LK.   
 
Razdaljo med LK in mitohondrijem smo izmerili z uporabo programa Zen. V programu smo na 
sliki v danem z-sloju (debelina optične rezine 500 nm) z orodjema »Profile« in »Arrow« 
označili širino celotne LK v fokusu in najbližjega mitohondrija v eni ravnini. Iz grafov razdalje 
v odvisnosti od intenzitete zelene (BODIPY 493/503) in rdeče fluorescence (MitoTracker 
CMXRos) smo razdaljo med LK in mitohondrijem izmerili kot razdaljo med zelenim (LK) in 
rdečim (mitohondrij) vrhom maksimalne intenzitete fluorescence.   
 
3.3.4 Analiza meritev [Ca2+]i v podganjih astrocitih v kulturi 
Spremembe v intenziteti fluorescence barvila Fluo-4, AM (v AU), ki odražajo relativne 
spremembe v [Ca2+]i, smo izmerili za vsako celico posebej s programom Zen (Carl Zeiss, 
Nemčija) z uporabo orodja ROI (angl. »region of interest«). Z uporabo programa Excel 
(Microsoft, ZDA) smo spremembo v intenziteti fluorescence barvila (∆F) prikazali kot relativno 
spremembo v fluorescenci (∆F/F0): 
 
∆𝐹/𝐹0 = (𝐹 −  𝐹0)/𝐹0                                            ... (3), 
 
kjer F0 predstavlja bazalno raven fluorescence na začetku poskusa. Povečana relativna 
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Za vsako posamezno celico smo določili maksimalno spremembo in kumulativno spremembo 
∆F/F0 (vsota vseh sprememb) v časovnem obdobju po dodatku stimulusa.  
 
Rezultate smo prikazali kot povprečje vseh meritev ± s.n. 
 
3.3.5 Analiza meritev FRET 
Rezultati zajemanja sprememb v intenziteti emisij FRET-nanosenzorjev so v programu Zen 
(Carl Zeiss, Nemčija) oz. Offline Analysis 2.1.0.10 (Till Photonics GmbH, Nemčija) prikazani 
kot serije zaporednih slik, in sicer ločeno za emisijo CFP (oz. mTFP) in emisijo YFP (oz. 
Venus). Na prvi sliki posameznega posnetka celice smo z uporabo orodja »ROI Tools« (angl. 
»Region Of Interest Tools«) označili območji celice in ozadja. Za vsako meritev v času smo 
pridobili podatke o intenziteti emitirane svetlobe CFP oz. mTFP in YFP oz. Venus ter ozadja. 
Dobljene vrednosti smo prenesli v program Excel (Microsoft, ZDA), kjer smo emisijam za CFP 
oz. mTFP in YFP oz. Venus odšteli emisijo ozadja. Spremembo signala FRET po dodatku 
različnih učinkovin smo določili tako, da smo izračunali spremembo količnika med YFP in CFP 
(YFP/CFP) za nanosenzor Epac1-camps, AKAR2 in FLII12Pglu-700µ∆6 oz. spremembo 
količnika med Venus in mTFP (Venus/mTFP) za nanosenzor Laconic. Padec v signalu FRET 
nanosenzorjev Epac1-camps oz. Laconic predstavlja porast v [cAMP]i oz. [laktata]i. Porast v 
signalu nanosenzorja AKAR2 predstavlja povečanje aktivnosti PKA. Porast v signalu 
nanosenzorja FLII12Pglu-700µ∆6 predstavlja porast v [glukoza]i. Vse signale FRET smo 
normirali na vrednost 1,0 tako, da smo absolutne vrednosti razmerja FRET delili s povprečno 
vrednostjo bazalnih meritev. Zaradi lažjega razumevanja so rezultati Epac1-camps in Laconic 
prikazani kot obratna razmerja signala FRET (CFP/YFP za Epac1-camps in mTFP/Venus za 
Laconic). Porast v CFP/YFP oz. mTFP/Venus tako predstavlja porast v [cAMP]i oz. [laktata]i.  
 
Povprečno maksimalno spremembo v signalu CFP/YFP nanosenzorja Epac1-camps 
(∆(CFP/YFP)max (%)), v signalu YFP/CFP nanosenzorja AKAR2 (∆(YFP/CFP)max (%)), v 
signalu mTFP/Venus nanosenzorja Laconic (∆(mTFP/Venus)max (%)) in v signalu EYFP/ECFP 
nanosenzorja FLII12Pglu-700µ∆6 (∆(EYFP/ECFP)max (%)) smo po stimulaciji celic z različnimi 
učinkovinami izračunali tako, da smo od povprečne normirane vrednosti zadnjih 100 s signala 
FRET odšteli povprečne normirane vrednosti 100 s signala FRET pred dodatkom stimulusa 
(bazalna linija) ter rezultat pomnožili s 100.  
 
Povprečno kumulativno spremembo ∆(CFP/YFP) za nanosenzor Epac1-camps, ∆(YFP/CFP) za 
nanosenzor AKAR2, ∆(mTFP/Venus) za nanosenzor Laconic oz. ∆(EYFP/ECFP) za 
nanosenzor FLII12Pglu-700µ∆6 smo izračunali kot vsoto vseh sprememb signala FRET v času 
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po stimulusu. Povprečno maksimalno hitrost porasta signala nanosenzorjev v %/min smo 
pridobili iz naklona linearne premice, ki smo jo prilegali na začeten najbolj strm del krivulje 
signala po enačbi y (%) = y0 (%) + n (%/min)  t (min), kjer je y razmerje CFP/YFP, 
YFP/CFP, EYFP/ECFP oz. mTFP/Venus, y0 predstavlja začetno vrednost razmerja CFP/YFP, t 
predstavlja čas in n predstavlja naklon premice oz. hitrost porasta razmerja. Rezultate smo 
podali kot povprečje vseh meritev ± s.n. 
 
3.3.6 Statistična analiza 
Rezultate smo prikazali kot povprečno vrednost ± s.n. Za statistično analizo podatkov smo 
uporabili Kruskal-Wallis enosmerno analizo variance (ANOVA), ki ji je sledil Dunn-ov test in 
neparametrični Mann-Whitney-jev U-test. Kot statistično značilne smo označili tiste razlike 
med vzorci, kjer je bila verjetnost P, da med vzorci ni razlike, manjša ali enaka 0,05.  
Pri pripravi rezultatov smo si pomagali z računalniškimi orodji Excel (Microsoft, ZDA), 
SigmaPlot (Systat Software Inc, Velika Britanija), MATLAB (MathWorks, ZDA), Zen2010 
(Carl Zeiss, Nemčija), Offline Analysis 2.1.0.10 (Till Photonics GmbH, Nemčija) in Photoshop 
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4.1. KOPIČENJE LIPIDNIH KAPLJIC V ASTROCITIH 
4. 1.1 Subcelična lokalizacija in mobilnost LK v podganjih astrocitih v kulturi 
4.1.1.1 Subcelična lokalizacija LK v podganjih astrocitih v kulturi 
Da bi preverili subcelično lokalizacijo LK v podganjih astrocitih v kulturi, smo najprej s 
fluorescenčnimi barvili, z metodo imunocitokemije oz. z metodo lipofekcije označili različne 
celične organele (zelena fluorescenca), nato pa smo označili LK z barvilom Nile Red (rdeča 
fluorescenca), ki označi nevtralne lipide (Greenspan in sod., 1985). Celice smo opazovali pod 
konfokalnim mikroskopom in na podlagi deleža rumenih slikovnih pik, ki predstavljajo 
kolokalizirane zelene in rdeče slikovne pike, glede na vse rdeče slikovne pike ovrednotili 
odstotek kolokalizacije med fluorescenčno označenimi LK in označevalci različnih celičnih 
organelov.  
Visok odstotek kolokalizacije med barvilom za označevanje LK Nile Red in barvilom za 
označevanje LK BODIPY 493/503 (60,5 % ± 2,2 %, n = 99), ki označi nevtralne lipide (Daemen 
in sod., 2016), ter med barvilom Nile Red in imunocitokemijsko označenim perilipinom-2 
(61,7 % ± 2,0 %, n = 106), ki je protein, prisoten na površini LK, potrjuje prisotnost LK v 
astrocitih (Slika 2a, b in Priloga A-Preglednica 1) (Falchi in sod., 2013; Farmer in sod., 2019; 
Ioannou in sod., 2019). 
Mitohondriji in ER so aktivno udeleženi pri presnovi (Benador in sod., 2018) in sintezi lipidov 
v celicah, tudi pri presnovi LK (Brasaemle in Wolins, 2012). Večina LK v astrocitih je bila v 
bližini mitohondrijev in/ali ER, kar kaže tudi relativno visoka stopnja kolokalizacije med z Nile 
Red-označenimi LK in mitohondriji, označenimi z barvilom MitoTracker (31,5 % ± 1,7 %, n = 
86) ter ER označenim z GFP-Sec61β (37,9 % ± 3,0 %, n = 54). Naši rezultati so skladni z 
znanimi podatki na drugih celičnih tipih (Robenek in sod., 2006; Shaw in sod., 2008) (Slika 2a, 
b in Priloga A-Preglednica 1). S pomočjo mikroskopije SIM smo na podlagi razdalje med 
zelenim (LK) in rdečim (mitohondrij) vrhom maksimalne intenzitete fluorescence v eni ravnini 
izmerili razdaljo med LK in najbližje ležečim mitohondrijem. Gaussova krivulja, ki smo jo 
prilegali na histogram frekvenčne distribucije razdalj med LK in mitohondriji je pokazala 
največkrat izmerjeno razdaljo 276 ± 14 nm (Slika 2c), ki je manjša od izmerjenega premera LK 
(~450 nm, Slika 11). Rezultati kažejo, da so LK v astrocitih v bližini ali celo v stiku z 
mitohondriji.      
Za razliko pa stopnja kolokalizacije med z Nile Red-označenimi LK s sekretornimi mešički, kot 
so i) majhni sinaptičnim mešičkom podobni mikromešički (angl. »small synaptic like 
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microvesicles«; označeni s protitelesi proti D-serinu ali vGLUT1), ii) peptidergični mešički 
(označeni s protitelesi proti ANP), iii) lizosomi (označeni s protitelesi proti LAMP1), iv) 
avtofagosomi (označeni s protitelesi proti LC3) v kontrolnih (LC3) in stradanih celicah (LC3 
stradanje) in v) kisli celični predelki (označeni z barvilom LysoTracker), ni presegala 10 % 
(Slika 2 in Slika 3 ter Priloga A-Preglednica 1).  
Rezultati kažejo, da so LK v astrocitih samostojni organeli, ki se nahajajo v bližini 
mitohondrijev in ER.   
 
 
Slika 2: Subcelična lokalizacija lipidnih kapljic v podganjih astrocitih v kulturi. (a) Reprezentativne slike 
astrocitov, označenih s fluorescenčnimi označevalci za različne celične organele (zelena), in fluorescenčnim 
označevalcem LK Nile Red (rdeče) ter prekrivanja zelenega in rdečega kanala (Prekrivanje). Maska prikazuje 
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kolokalizirane (rumene) slikovne pike (piksle) iz slik prekrivanja pri pragu 20 % (51 AU) maksimalne intenzitete 
fluorescence (256 AU) rdečega in zelenega signala. Astrocite smo označili s protitelesi proti proteinu perilipinu-2 
na površini LK (Perilipin-2), fluorescenčnim barvilom za nevtralne lipide BODIPY 493/503, fluorescenčnim 
barvilom za mitohondrije (MitoTracker) in jih transfecirali s plazmidom pAc-GFPC1-Sec61β za označitev ER 
(zelena, zgornja vrsta). Nato smo jih označili s fluorescenčnim barvilom za LK, Nile Red (rdeče, druga vrsta). 
Izseki prikazujejo belo uokvirjen del slike pod večjo povečavo. Rumene puščice prikazujejo LK v bližini 
mitohondrijev. Merilo: 10 µm in 5 µm (izseki). (b) Povprečna stopnja kolokalizacije (%) zelenih fluorescenčnih 
slikovnih pik (označevalci celičnih organelov) z rdečimi fluorescenčnimi slikovnimi pikami (Nile Red). Astrocite 
smo označili še s protitelesi proti D-serinu, vezikularnem glutamatnem transporterju (vGLUT1), atrijskem 
natriuretičnem peptidu (ANP), lizosome z lizosomalnim membranskim proteinom 1 (LAMP1) in avtofagosome 
proti lahki verigi proteina 3 (LC3) v kontrolnih razmerah (hranilno gojišče) in razmerah stradanja (LC3 stradanje). 
Kisle organele smo označili s fluorescenčnim barvilom LysoTracker. Podatki so prikazani kot povprečje ± s.n. 
Številke na bazi stolpcev prikazujejo število analiziranih celic. (c) Frekvenčna distribucija razdalj med LK in 
mitohondriji v kontrolnih astrocitih. Razdaljo med LK in najbližje ležečim mitohondrijem smo izmerili z 
mikroskopijo SIM na podlagi razdalje med zelenim (BODIPY 493/503, LK) in rdečim (MitoTracker Red 
CMXRos, mitohondrij) vrhom maksimalne intenzitete fluorescence v eni ravnini v 15 celicah. Na podatke 
frekvenčne porazdelitve razdalj med LK in mitohondriji smo priložili Gaussovo krivuljo (rdeča krivulja). 
Povprečna vrednost razdalj med LK in mitohondrijem pri vrhu krivulje je 276 ± 1 nm. *P < 0,05 (ANOVA, Dunn-
ov test).  
Figure 2: Subcellular localization of lipid droplets in cultured rat astrocytes. (a) Representative fluorescence 
images of isolated rat cortical astrocytes labelled with fluorescent organelle markers (green) and Nile Red (red), a 
fluorescent marker for LDs and overlay of merged images, which display colocalization (yellow) between the 
specific organelle marker (green) and Nile Red (red). Colocalization mask (Mask) between the green and the red 
fluorescence pixels at 20% threshold (51 AU) of maximal fluorescence intensity (256 AU) of red and green signal. 
Astrocytes were first labelled with antibodies against perilipin-2 (LD-binding protein), fluorescent dye for LK 
BODIPY493/503 (BODIPY), fluorescent dye MitoTracker (mitochondrial marker) or transfected with the plasmid 
pAc-GFPC1-Sec61beta (Sec61β), to label the endoplasmic reticulum (ER marker) (green, upper panels) and then 
stained with fluorescent dye for LD, Nile Red (red, middle panels). Insets show white boxed regions at higher 
magnification. Yellow arrows show the position of LDs near mitochondria. Scale bars: 10 µm and 5 µm (insets). 
(b) Mean colocalization levels (%) of green fluorescent pixels (fluorescent organelle markers) compared with red 
fluorescent pixels (Nile Red). Astrocytes were also labelled also with antibodies against D-serine or the vesicle 
glutamate transporter 1 (vGLUT) to label glutamatergic vesicles, peptidergic vesicles containing the atrial 
natriuretic peptide (ANP), lysosomes stained by antibodies against the lysosomal membrane protein 1 (LAMP1) 
and autophagosomes stained by the antibodies against the light chain 3 (LC3) under normal and starved conditions 
(LC3 starvation). Acidic organelles were stained by the fluorescent LysoTracker dye. Bars represent means ± SEM. 
Numbers at the bottom of the bars indicate the number of cells analysed. (c) Frequency distribution plot of the 
distances between LDs and mitochondria in control astrocytes. The distance between LD to the nearest 
mitochondria was determined by SIM microscopy measuring the distance between peaks of the green (BODIPY 
493/503, LD) and red (MitoTracker Red, mitochondria) fluorescence intensity profiles in a single plane in 15 cells. 
The mean value for the distance between LD and mitochondria, which was calculated by fitting a Gaussian curve 
on a frequency distribution plot, is 276 ± 1 nm. *P < 0.05 (ANOVA, Dunn’s test).     
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Slika 3: Kolokalizacija lipidnih kapljic in celičnih organelov v podganjih astrocitih v kulturi. Reprezentativne 
slike astrocitov, označenih s fluorescenčnimi označevalci za različne celične organele (zelena), in fluorescenčnim 
označevalcem lipidnih kapljic Nile Red (rdeče) ter prekrivanja zelenega in rdečega kanala (Prekrivanje). Maska 
prikazuje kolokalizirane (rumene) slikovne pike (piksle) iz slik prekrivanja pri pragu 20 % (51 AU) maksimalne 
intenzitete fluorescence (256 AU) rdečega in zelenega signala. Astrocite smo označili s protitelesi proti 
vezikularnem D-serinu, vezikularnem glutamatnem transporterju (vGLUT1), atrijskem natriuretičnem peptidu 
(ANP), lizosomalnem membranskem proteinu 1 (LAMP1) in proti lahki verigi proteina 3 (LC3) v kontrolnih 
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razmerah (hranilno gojišče) in razmerah stradanja (LC3 stradanje) za označitev avtofagosomov. Kisle organele 
smo označili s fluorescenčnim barvilom LysoTracker. Merilo: 10 µm.  
Figure 3: Colocalization of lipid droplets with cellular organelles in cultured rat astrocytes. Representative 
fluorescence images of isolated rat cortical astrocytes labelled with fluorescent organelle markers (green) and Nile 
Red (red), a fluorescent marker for LDs and overlay of merged images, which display colocalization (yellow) 
between the specific organelle marker (green) and Nile Red (red). Colocalization mask (Mask) between the green 
and the red fluorescence pixels at 20% threshold (51 AU) of maximal fluorescence intensity (256 AU) of red and 
green signal. Astrocytes were labelled with antibodies against vesicular D-serine or the vesicle glutamate 
transporter 1 (vGLUT) to label glutamatergic vesicles, peptidergic vesicles containing the atrial natriuretic peptide 
(ANP), lysosomes stained by antibodies against the lysosomal membrane protein 1 (LAMP1) and autophagosomes 
stained by the antibodies against the light chain 3 (LC3) under normal (growth medium) and starved conditions 
(LC3 starvation). Acidic organelles were stained by the LysoTracker dye. Scale bar: 10 µm. 
 
4.1.1.2 Vpliv dolgotrajnega pomanjkanja hranil in zunajceličnega ATP na mobilnost LK v 
podganjih astrocitih v kulturi 
Da bi ovrednotili dinamiko mobilnosti LK in vpliv pomanjkanja hranil na mobilnost LK, smo 
mobilnost z Nile Red-označenih LK v podganjih astrocitih v kulturi spremljali s konfokalnim 
mikroskopom v realnem času, in sicer v kontrolnih razmerah (hranilno gojišče) in razmerah 
pomanjkanja hranil oz. stradanja (24 h inkubacija celic v zunajcelični raztopini z 10 mM 
glukozo) pred (spontana mobilnost LK) in po stimulaciji s 100 µM ATP. Dodatek ATP sproži 
v astrocitih porast Ca2+i (Bennett in sod., 2005). Mobilnost LK v celicah smo analizirali s 
pomočjo programa ParticleTR (Celica, Ljubljana, Slovenija) (Potokar in sod., 2005). Iz 
pridobljenih podatkov smo za 60 s obdobja pred in po stimulaciji z ATP za kontrolne razmere 
in razmere stradanja ovrednotili tri parametre mobilnosti LK, TL, MD in hitrost (Potokar in 
sod., 2005).  
Rekonstrukti prepotovanih poti za 60 s obdobja v kontrolnih celicah so pokazali nekoliko daljše, 
bolj podolgovate poti LK v primerjavi s stradanimi celicami, kjer so bile poti LK zelo kratke 
(Slika 4a (ii, iii)). Za podrobnejše ovrednotenje razlik v spontani mobilnosti LK v kontrolnih in 
stradanih astrocitih smo analizirali več parametrov mobilnosti, kjer smo opazili zmanjšano 
mobilnost LK v stradanih celicah v primerjavi s kontrolnimi celicami. TL se je v stradanih 
celicah statistično značilno zmanjšala za ~18 %, prav tako je bil značilno zmanjšan MD, za 
~29 % (Slika 4c in Priloga A-Preglednica 2; P < 0,05). V celicah, izpostavljenih stradanju, se je 
zmanjšala tudi hitrost LK, za ~17 % (Slika 4c in Priloga A-Preglednica 2; P < 0,05). Na podlagi 
rezultatov lahko zaključimo, da je bila spontana mobilnost LK znatno zmanjšana v stradanih 
astrocitih v primerjavi s kontrolnimi astrociti. 
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V nadaljevanju smo želeli preveriti vpliv spremenjene homeostaze Ca2+ na mobilnost LK v 
kontrolnih in stradanih celicah. Celice smo stimulirali s 100 µM ATP, ki povzroči dvig [Ca2+]i 
(Bennett in sod., 2005). TL se je v kontrolnih celicah statistično značilno zmanjšala za ~9 %, 
MD za ~12 % in hitrost za ~17 % (Slika 4a, črni stolpci in Priloga A-Preglednica 2; P < 0,05). 
Stimulacija stradanih celic z ATP ni značilno vplivala na parametre mobilnosti, večjih razlik 
nismo zaznali (Slika 4a, beli stolpci in Priloga A-Preglednica 2). Iz rezultatov lahko sklepamo, 
da stimulacija astrocitov z ATP zmanjša mobilnost LK v kontrolnih astrocitih, medtem ko v 
stradanih astrocitih, kjer je mobilnost LK že v osnovi majhna, ATP na mobilnost LK ne vpliva. 
Skupno smo analizirali 1316 LK v kontrolnih celicah in 514 LK v stradanih celicah.   
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Slika 4: Stradanje in stimulacija z ATP zmanjša mobilnost lipidnih kapljic v podganjih astrocitih v kulturi. 
(a, b) Reprezentativni sliki s fluorescenčnim barvilom Nile Red označenih kontrolnih astrocitov (gojenih v 
hranilnem gojišču s 25 mM glukozo; kontrola) (a) in stradanih astrocitov (gojenih 24 h v zunajcelični raztopini z 
10 mM glc; stradanje) (b). Rdeče slikovne pike predstavljajo fluorescenčno označene LK (a-b, i). (a-b, ii-iii) 
Trajektorije 50 naključno izbranih LK v reprezentativni celici 60 s pred (spontana mobilnost LK, Spon.) in 60 s po 
dodatku 100 µM ATP (ATP) v kontrolnih (kontrola) in stradanih celicah (stradanje). Izseki (iii) prikazujejo 
povečane uokvirjene regije iz (ii). Merilo: 10 µm. (c) Diagrami prikazujejo povprečne vrednosti prepotovane poti 
(TL), največjega odmika na poti (MD) in hitrost LK 60 s pred (spontana mobilnost LK; Spon.) in 60 s po dodatku 
100 µM ATP (ATP) v kontrolnih celicah (črni stolpci, n = 1316 LK [28 celic]) in stradanih celicah (beli stolpci, n 
= 514 LK [8 celic]). Vsi trije parametri mobilnosti LK so bili v primerjavi s kontrolnimi celicami v stradanih celicah 
manjši za >10 % v razmerah pred in po stimulaciji z ATP. *P < 0,05 (ANOVA, Dunn-ov test).  
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Figure 4: Starvation and ATP-stimulation lower the mobility of lipid droplets in cultured rat astrocytes. (a, 
b) Representative fluorescence images of Nile Red-labelled control astrocytes (incubated for 24 h growth medium 
with 25 mM glucose, control) (a) and starved astrocytes (incubated for 24 h in extracellular solution with 10 mM 
glucose, starvation) (b). Red puncta represent fluorescently labelled lipid droplets (LDs) (a-b, i). (a-b, ii-iii) 
Trajectories of 50 Nile Red-labelled LDs in a representative cell 60 s before (spontaneous mobility of LDs; Spon.) 
and 60 s after stimulation with 100 µM ATP (ATP) in control (control) and starved cells (starvation). Insets (iii) 
show black boxed regions in (ii) at higher magnification. Scale bar: 10 µm. (c) Diagrams of average LD track 
length (TL), maximal displacement (MD) and velocity 60 s before (spontaneous mobility of LDs; Spon.) and 60 s 
after the addition of 100 µM ATP (ATP) in control (black bars, n = 1316 LDs [28 cells]) and starved cells (white 
bars, n = 514 LDs [8 cells]). All three parameters of mobility were reduced by >10% in starved cells under non-
stimulated and ATP-stimulated conditions, compared to control cells. *P < 0.05 (ANOVA, Dunn’s test). 
Rezultati so pokazali, da se večina LK v kontrolnih astrocitih (znotraj 60 s časovnega intervala) 
giblje neusmerjeno z MD < 1 m in s hitrostjo 57 nm/s. LK, ki so v 60 s obdobju prepotovale 
več kot 1 µm (MD > 1 µm), ki predstavlja približno 1 % premera astrocita, smo označili za 
usmerjene. Nasprotno smo LK, ki so v 60 s obdobju prepotovale manj kot 1 µm (MD < 1 µm), 
označili za neusmerjene (Potokar in sod., 2005). Zgolj 48 od 1316 LK (3,65 %) v 19 od skupno 
28 celic (68 % celic) v razmerah pred stimulacijo celic z ATP in 24 od skupno 1316 LK (1,82 %) 
v 12 od skupno 28 celic (43 % celic) po stimulaciji celic z ATP, se je gibalo usmerjeno z MD > 
1 m in hitrostjo 111 nm/s. V stradanih celicah se je vseh 514 kapljic, v 60 s časovnem intervalu, 
gibalo neusmerjeno (MD < 1 m) tako v razmerah pred kot tudi po stimulaciji celic z ATP 
(Slika 5 in Priloga A-Preglednica 2).  
 
S prileganjem linearne funkcije [MD = MD0 + a × (TL)] (MD0, začetna vrednost MD) smo 
raziskali še povezavo med MD in TL med kontrolnimi (Slika 5, črna črta) in stradanimi celicami 
(Slika 5, siva črta). Naklon a ustreza indeksu usmerjenosti (DI), ki je enak 1, če se LK gibljejo 
popolnoma usmerjeno, v ravni liniji (Potokar in sod., 2005). V bazalnih razmerah LK v 
stradanih celicah odražajo manjšo usmerjenost gibanja v primerjavi s kontrolnimi celicami 
(Slika 5, Spon. in Priloga A-Preglednica 2, DI (a)). Po stimulaciji celic z ATP pa se LK v 
stradanih celicah gibljejo nekoliko bolj usmerjeno v primerjavi s kontrolnimi celicami (Slika 5, 
ATP in Priloga A-Preglednica 2, DI (a)).  
Rezultati kažejo, da so LK v podganjih astrocitih v kulturi relativno statični organeli z 
naključnim in neusmerjenim gibanjem. Zmanjšana mobilnost LK v celicah po dolgotrajnem 
stradanju in po akutni stimulaciji z ATP nakazuje na vpliv dolgotrajne izpostavitve astrocitov 
pomanjkanju hranil in dviga [Ca2+]i na mobilnost LK v astrocitih v kulturi.   
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Slika 5: Prepotovana pot lipidnih kapljic (TL) v odvisnosti od največjega odmika na poti (MD) v astrocitih 
1 min pred (Spon.) in 1 min po draženju astrocitov z ATP v kontrolnih in stradanih celicah. Grafa prikazujeta 
zvezo med TL in MD za lipidne kapljice v astrocitih 60 s pred dodatkom (Spon.) in 60 s po draženju celic s 100 
µM ATP (ATP) v celicah gojenih v hranilnem gojišču s 25 mM glukozo (črni krogi, Kontrola) in celicah, ki so bile 
24h inkubirane v zunajcelični raztopini z 10 mM glukozo oz. stradanju (beli krogi, Stradanje). Lipidne kapljice, ki 
so izražale MD > 1 µm (pikčasta črta), smo definirali kot umerjene (nd, število lipidnih kapljic z usmerjeno 
mobilnostjo) in MD < 1 µm kot neusmerjene (nn, število lipidnih kapljic z neusmerjenim gibanjem) (Potokar in 
sod., 2005), prikazano ločeno za kontrolne celice (Kontrola, črni krogi) in stradane celice (Stradanje, beli krogi). 
Odstotek usmerjenih lipidnih kapljic v razmerah pred draženjem celic z ATP (Spon.) in ATP-stimuliranih razmerah 
je večji v kontrolnih celicah (3,65 % (Spon.) in 1,82 % (ATP)) v primerjavi s stradanimi celicami, kjer usmerjenega 
gibanja lipidnih kapljic nismo opazili tako v razmerah pred draženjem celic z ATP kot tudi v ATP-stimuliranih 
razmerah. Na podatke smo prilegli linearno funkcijo [MD = MD0 + a × (TL)] (črna premica kontrolne celice in 
siva premica celice, izpostavljene stradanju) in odčitali naklone linearnih funkcij (a; povprečje ± s.n.), ki ustrezajo 
indeksu usmerjenosti ID (prikazano v Tabeli 2). 
Figure 5: Track length (TL) plotted versus maximal displacement (MD) for lipid droplets tracked in 
astrocytes 1 min before (Spon.) and 1 min after ATP stimulation (ATP) in control and starved cells. The plots 
displaying the relationship between TL and MD for LDs tracked in astrocytes 60 s before (Spon.) and 60 s after 
the addition of 100 µM ATP (ATP) upon exposure of astrocytes to growth medium with 25 mM glucose (Control; 
black circles) and to extracellular solution with 10 mM glucose (Starvation; white circles). LDs which expressed 
MD > 1 µm (dashed line) were characterized as directional (nd, number of LDs with directional mobility) and LDs 
with MD < 1 µm were characterized as non-directional (nn, number of LDs with non-directional mobility) (Potokar 
et al., 2005), shown separately for control cells (Control.; black circles) and starved cells (Starvation.; white circles). 
The percentage of LDs with directional mobility under non-stimulated conditions (Spon.) and under ATP 
stimulation is greater in control (3.65% (Spon.) and 1.82% (ATP)) compared to starved cells, where no directional 
mobility was observed either under non-stimulated or ATP-stimulated conditions. A linear function (black line 
control cells and grey line starved cells) of the form [MD = MD0 + a × (TL)] was fitted to the data, the slope (a ± 
SEM) corresponds to the directional index (DI) (Shown in Table 2).   
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4.1.2 Vpliv zunajceličnih stresnih dejavnikov na kopičenje LK v astrocitih v kulturi 
4.1.2.1 Vpliv presnovnega stresa in hipoksije na kopičenje LK v podganjih astrocitih v kulturi 
V nalogi smo želeli preveriti, kako na kopičenje LK v astrocitih vpliva presnovni stres. Podganje 
astrocite v kulturi smo za 24 h izpostavili različnim presnovnim povzročiteljem stresa, ki se 
lahko pojavijo pri številnih patologijah CŽS (npr. delno/popolno pomanjkanje hranil, presežek 
prostih MK ali presežek laktata). Celice smo nato fiksirali in jih označili s fluorescenčnim 
barvilom za LK Nile Red ter opazovali pod konfokalnim mikroskopom (Slika 6). Za vsako 
celico v posameznem poskusu smo določili delež z barvilom Nile red-označene površine celice 
(število rdečih slikovnih pik pri pragu 20 % maksimalne intenzitete fluorescence, ki ponazarja 
površino LK v prečnem optičnem prerezu celice) in podatke normirali na povprečne vrednosti 
kontrolnih neobdelanih vzorcev (celice gojene v hranilnem gojišču) znotraj posamezne serije 
poskusov (Slika 7a in Priloga A-Preglednica 3). Za posamezne celice smo ovrednotili še 
povprečno število LK, obseg in premer LK (Slika 7b-d in Priloga A-Preglednica 3).  
 
Slika 6: Presnovni stres in hipoksija sprožita kopičenje lipidnih kapljic v astrocitih v kulturi. Reprezentativne 
slike s fluorescenčnim barvilom Nile Red-označenih astrocitov 24 h po inkubaciji celic v hranilnem gojišču 
(kontrola), zunajcelični raztopini z 10 mM glukozo (10 mM glc (ZR)) in brez glukoze (0 mM glc (ZR)) in 
hranilnem gojišču (25 mM glc) z dodano 300 µM oleinsko kislino (OA), 100 µM dokozaheksaenojsko kislino 
(DHA), 20 mM L-laktatom (L-laktat), 40 mM D-sorbitolom (D-sorbitol) in 24 h po izpostavitvi hipoksičnim 
razmeram (1 % pO2; hipoksija). Merilo: 20 µm.    
Figure 6: Metabolic stress and hypoxia induce the accumulation of lipid droplets in cultured rat astrocytes. 
Representative fluorescence images of Nile Red-labelled isolated astrocytes upon 24 h exposure to growth medium 
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(control), extracellular solution (ECS) with 10 mM glucose (10 mM glc (10 mM glc) or without glucose (0 mM 
glc) and in growth medium (25 mM glc) with 300 µM oleic acid (OA), 100 µM docosahexaenoic acid (DHA), 20 
mM L-lactate (L-lactate), 40 mM D-sorbitol (D-sorbitol) and under 24-h hypoxia (1 % pO2; hypoxia). Scale bar: 
20 µm.    
Štiriindvajseturna izpostavitev astrocitov v kulturi delnemu (10 mM glc (ZR)) in popolnemu 
(0 mM glc (ZR)) pomanjkanju hranil je povzročila statistično značilno ~2-kratno povečanje 
povprečnega deleža z Nile Red-označene površine celic v primerjavi s kontrolo (hranilno 
gojišče s 25 mM glukozo) (P < 0,05) (Slika 7a in Priloga A-Preglednica 3). Prav tako se je ~2-
krat povečalo število LK (P < 0,05) (Slika 7b in Priloga A-Preglednica 3). Značilno se je za ~2-
krat (P < 0,05) povečala tudi velikost LK, obseg LK se je povečal iz 1,36 ± 0,06 µm (kontrolne 
celice v hranilnem gojišču s 25 mM glukozo) na 2,45 ± 0,12 µm (delno pomanjkanje hranil) in 
2,60 ± 0,12 µm (popolno pomanjkanje hranil); prav tako premer LK iz 0,43 ± 0,02 µm 
(kontrolne celice) na 0,78 ± 0,04 µm (delno pomanjkanje hranil) in 0,83 ± 0,04 µm (popolno 
pomanjkanje hranil) (Slika 7c, d in Priloga A-Preglednica 3). Rezultati kažejo, da delno in 
popolno pomanjkanje hranil (stradanje) sproži kopičenje LK v izoliranih astrocitih. 
Astrocite v kulturi smo za 24 h izpostavili inhibitorjema encimov DGAT1 in DGAT2, ki 
posredujeta zadnji korak sinteze TAG (Pol in sod., 2014) in s tem inhibirali biogenezo LK v 
astrocitih. Rezultati so pokazali, da 24 h inhibicija encimov DGAT1 in DGAT2 v astrocitih za 
40 % zmanjša število celic in povzroči 80 % zmanjšanje povprečnega deleža z Nile Red-
označene površine celic v primerjavi s kontrolo (hranilno gojišče s 25 mM glc) (P < 0,001) 
(Slika 8a). Štiriindvajseturna inhibicija encimov DGAT1 in DGAT2 je tudi statistično značilno 
zmanjšala kopičenje LK v astrocitih, ki ga sproži popolno pomanjkanje hranil (P < 0,05) (Slika 
8, b-d).  
Štiriindvajseturna izpostavitev astrocitov v kulturi povečani koncentraciji prostih MK (300 µM 
OA ali 100 µM DHA) v hranilnem gojišču, je povzročila statistično značilno 32-kratno (OA) in 
4-kratno (DHA) povečanje povprečnega deleža z Nile Red-označene površine celic (P < 0,05) 
v primerjavi s kontrolnimi celicami (Slika 7a in Priloga A-Preglednica 3). Celokupni plazemski 
koncentraciji prostih MK OA in DHA v normalnih fizioloških razmerah se gibljeta med 52-
244 µM za OA in 0,77-5,5 µM za DHA in sta odvisni od prehrane in uravnavanja hormonov 
(Lacombe in sod., 2018). Število LK v celici se je v primerjavi s kontrolnimi celicami povečalo 
9,7-krat v primeru OA in 4,5-krat v primeru DHA (P < 0,05). Prosti MK sta 2-3-krat povečali 
obseg LK, na 3,75 ± 0,12 µm (OA) in 2,82 ± 0,08 µm (DHA) (vs. 1,36 ± 0,06 µm kontrolne 
celice) ter premer LK, na 1,19 ± 0,03 µm (OA) in 0,90 ± 0,02 µm (DHA) (vs. 0,43 ± 0,02 µm 
kontrolne celice) (P < 0,05; Slika 7b-d in Priloga A-Preglednica 3). Rezultati kažejo, da 
povečana koncentracija MK v zunajceličnini sproži kopičenje LD v izoliranih astrocitih. 
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Štiriindvajseturna izpostavitev astrocitov v kulturi povečani koncentraciji laktata (20 mM) v 
hranilnem gojišču je povzročila statistično značilen 4-kratni porast deleža z Nile Red-označene 
površine celice v primerjavi s kontrolo (P < 0,05; Slika 7a). V normalnem fiziološkem stanju je 
koncentracija zunajceličnega laktata do 2 mM (Mosienko in sod., 2015). V primerjavi s kontrolo 
se je značilno povečalo tudi število LK (P < 0,05; Slika 7b) in obseg LK, na 1,77 ± 0,09 µm vs. 
1,36 ± 0,06 µm (kontrola) (P < 0,05; Slika 7c) ter premer LK, na 0,56 ± 0,03 µm vs. 0,43 ± 
0,02 µm (kontrola) (P < 0,05; Slika 7d). Da bi preverili morebiten vpliv povečane osmolarnosti 
zaradi dodatka 20 mM natrijevega laktata v hranilno gojišče, na kopičenje LK, smo celice za 24 
h izpostavili hranilnemu gojišču s 40 mM D-sorbitolom. V primerjavi s kontrolo dvig 
osmolarnosti raztopine zaradi dodatka D-sorbitola v hranilno gojišče statistično značilno ni 
vplival na delež z Nile Red-označeno površino celice, prav tako ne na obseg in premer LK glede 
na kontrolo (Slika 7a-d in Priloga A-Preglednica 3). Iz tega lahko sklepamo, da rahlo povečana 
hiperosmolalnost raztopine zaradi dodatka laktata v hranilno gojišče, ne vpliva na kopičenje LK 
v astrocitih v kulturi in da presežek zunajceličnega laktata sproži kopičenje LD v izoliranih 
astrocitih.  
Nazadnje smo preverili še vpliv hipoksije na kopičenje LK v astrocitih v kulturi. Celice smo za 
24 h izpostavili razmeram hipoksije (1 % pO2), ki je povzročila statistično značilno 2-kratno 
povečanje deleža z Nile Red-označene površine celice v primerjavi s kontrolo (P < 0,05; Slika 
7a). Značilno se je povečalo tudi število LK, 2,8-krat (P < 0,05; Slika 7b) ter obseg LK (1,87 ± 
0,07 µm vs. 1,36 ± 0,06 µm (kontrola)) in premer LK (0,594 ± 0,023 µm vs. 0,43 ± 0,02 µm 
(kontrola)) (P < 0,05; Slika 7c-d).  
Na podlagi dobljenih rezultatov sklepamo, da presnovni stres (dolgotrajno pomanjkanje hranil, 
povečana koncentracija prostih MK ali laktata) in hipoksija sprožita kopičenje LK v podganjih 
astrocitih v kulturi. Kopičenje LK v astrocitih je posledica de novo biogeneze LK v kontrolnih 
razmerah in stradanju. 
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Slika 7: Presnovni stres in hipoksija povečata število in velikost lipidnih kapljic v astrocitih v kulturi. (a-d) 
Povprečni deleži z Nile Red-označene površine celic (število rdečih slikovnih pik pri pragu 20 % maksimalne 
intenzitete fluorescence glede na število vseh slikovnih pik v prečnem optičnem prerezu celic) normirani na 
kontrolne neobdelane vzorce (hranilno gojišče s 25 mM glukozo; kontrola) (a), povprečno število LK na celico (b) 
in povprečni obseg (c) ter premer LK (d) 24 h po izpostavitvi celic zunajceličnim stresnim dejavnikom: zunajcelični 
raztopini z 10 mM glukozo (10 mM glc (ZR)) in brez glukoze (0 mM glc (ZR)) in hranilnemu gojišču z dodano 
300 µM oleinsko kislino (OA), 100 µM dokozaheksaenojsko kislino (DHA), 20 mM L-laktatom (L-laktat), 40 mM 
D-sorbitolom (D-sorbitol) in 24 h po izpostavitvi hipoksičnim razmeram (1 % pO2; hipoksija). Podatki so prikazani 
kot povprečje ± s.n. Številke na bazi stolpcev prikazujejo število analiziranih celic. *P < 0,05 vs. kontrola (ANOVA, 
Dunn-ov test).  
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Figure 7: Metabolic stress and hypoxia increase the number of lipid droplets and lipid droplet diameter in 
cultured rat astrocytes. (a-d) Mean Nile Red-stained cell area (number of red pixels at 20% threshold intensity 
of maximal red fluorescence signal in individual cell cross-sectional area) normalized to control untreated samples 
(growth medium with 25 mM glucose; control) (a), mean number of Nile Red-stained LDs per cell (b), and mean 
perimeter (c), and diameter of Nile Red-stained LDs (d) after 24h exposure of astrocytes to extracellular stress 
stimuli: extracellular solution (ECS) with 10 mM glucose (10 mM glc (10 mM glc) or without glucose (0 mM glc) 
and in growth medium (25 mM glc) with 300 µM oleic acid (OA), 100 µM docosahexaenoic acid (DHA), 20 mM 
L-lactate (L-lactate), 40 mM D-sorbitol (D-sorbitol) and under hypoxia (1 % pO2; hypoxia). Bars represent means 
± SEM. The numbers at the bottom of the bars indicate the number of cells analysed. *P < 0.05 vs. control 
(ANOVA, Dunn's test).  
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Slika 8: Inhibicija encimov DGAT1 in DGAT2 v astrocitih zmanjša kopičenje lipidnih kapljic in število celic 
v kulturi. (a) Povprečna deleža z Nile Red-označene površine celic (število rdečih slikovnih pik pri pragu 20 % 
maksimalne intenzitete fluorescence glede na število vseh slikovnih pik v prečnem optičnem prerezu celic) in 
število celic po 24 h izpostavitvi astrocitov hranilnemu gojišču (kontrola) in hranilnemu gojišču v sočasni 
prisotnosti inhibitorjev encimov DGAT1 in DGAT2 (kontrola D1i+D2i; 10 µM delovna koncentracija 
posameznega inhibitorja) izražena v odstotkih. (b-d) Povprečni deleži z Nile Red-označene površine celic 
normirani na kontrolne neobdelane vzorce (hranilno gojišče s 25 mM glukozo; kontrola) (b), povprečno število LK 
na celico (c) in povprečni premer LK (d) 24 h po izpostavitvi celic hranilnemu gojišču (kontrola), hranilnemu 
gojišču z dodanima inhibitorjema encimov DGAT1 in DGAT2 (kontrola D1i+D2i), zunajcelični raztopini brez 
glukoze (0 mM glc (ZR)) in zunajcelični raztopini v prisotnosti inhibitorjev DGAT1 in DGAT2 (0 mM glc (ZR) 
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D1i+D2i). Podatki so prikazani kot povprečje ± s.n. Številke na bazi stolpcev prikazujejo število analiziranih celic. 
Premer LK smo izmerili zgolj v celicah, ki so vsebovale LK. *P < 0,05 vs. kontrola in #P < 0,05 vs. parno (ANOVA, 
Dunn-ov test, b-d), **P < 0,01 in ***P < 0,001 (Mann-Whitney-ev U test, a).   
Figure 8: Inhibition of DGAT1 and DGAT2 enzymes in isolated astrocytes decreases cellular lipid droplet 
content and cell number. (a) Mean percentage of Nile Red-stained cell area (number of red pixels at 20% 
threshold intensity of maximal red fluorescence signal in individual cell cross-sectional area) and cell count in 
astrocytes incubated for 24 h in growth medium (control) and in growth medium upon simultaneous exposure to 
DGAT1 inhibitor and DGAT2 inhibitor (control D1i+D2i; final working concentration of individual inhibitor was 
10 µM) expressed as % of control. (b-d) Mean Nile Red-labelled cell area normalized to control untreated samples 
(growth medium with 25 mM glucose; control) (b), mean number of Nile Red-labelled LDs per cell (c), and mean 
diameter of LDs (d) after 24h exposure of astrocytes to growth medium (control), growth medium in combination 
with DGAT1 and DGAT2 inhibitors (control D1i+D2i), extracellular solution without glucose (0 mM glc (ECS)) 
and extracellular solution without glucose in combination with DGAT1 and DGAT2 inhibitors (0 mM glc (ECS) 
D1i+D2i). ). Bars represent means ± SEM. The numbers at the bottom of the bars indicate the number of cells 
analysed. Diameter of LDs was measured only in cells that contained LDs.  *P < 0.05 vs. control and #P < 0.05 vs. 
all pairwise (ANOVA, Dunn's test, b-d).  **P < 0.01 and ***P < 0.001 (Mann-Whitney U-test, a).  
  
4.2.1.2 Vpliv presnovnega stresa in hipoksije na kopičenje LK v astrocitih v organotipskih 
možganskih kulturah iz odraslih podgan 
V nadaljevanju smo želeli preveriti še vpliv pomanjkanja hranil in hipoksije v astrocitih v 
organotipskih možganskih kulturah. Po 24 h inkubaciji organotipskih kultur v zunajcelični 
raztopini z 10 mM glukozo (delno pomanjkanje hranil) in brez glukoze (popolno pomanjkanje 
hranil) ter hipoksičnim razmeram (1 % pO2) smo kulture fiksirali, astrocite imunohistokemijsko 
označili s protitelesi proti GFAP, LK označili s fluorescenčnim barvilom za nevtralne lipidne 
BODIPY 493/503 in celična jedra označili z barvilom DAPI (Slika 9a). Z uporabo konfokalne 
mikroskopije smo za posamezen astrocit v predelu možganske skorje (korteksa) in hipokampusa 
ločeno ovrednotili delež z BODIPY 493/503-označene površine astrocita pri pragu 20 % 
maksimalne intenzitete fluorescence (ponazarja površino LK v prečnem optičnem prerezu 
astrocita), ki smo ga normirali na kontrolne neobdelane vzorce (hranilno gojišče) znotraj 
posameznih ponovitev in združili normirane podatke treh neodvisnih ponovitev. 
Štiriindvajseturna izpostavitev organotipskih kultur delnemu (10 mM glc (ZR)) in popolnemu 
(0 mM glc (ZR)) pomanjkanju hranil je statistično značilno 2-krat povečala količino LK tako v 
kortikalnih kot hipokampalnih astrocitih (GFAP-pozitivnih celicah) (P < 0,05; Slika 9b, c).  
Na količino LK v astrocitih v organotipskih kulturah je vplivala tudi hipoksija. Štiriindvajset ur 
po izpostavitvi rezin 1 % pO2 se je količina LK v kortikalnih rezinah, v primerjavi s kontrolnimi 
celicami korteksa, povečala neznačilno 1,5-krat (P = 0,063; Slika 9b in Priloga A-Preglednica 
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4). V hipokampalnih astrocitih pa se je količina LK statistično značilno 2-krat povečala v 
primerjavi s kontrolnimi astrociti (P < 0,05; Slika 9c in Priloga A-Preglednica 4).  
Rezultati kažejo, da pomanjkanje hranil in hipoksija sprožita kopičenje LK v kortikalnih in 
hipokampalnih astrocitih v organotipskih možganskih kulturah, primerljivo z rezultati na celični 
kulturi.   
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Slika 9: Presnovni stres in hipoksija sprožita kopičenje lipidnih kapljic v astrocitih v organotipskih 
možganskih kulturah. (a) Reprezentativne slike astrocitov 24 h po izpostavitvi organotipskih možganskih kultur 
zunajceličnim stresnim dejavnikom: zunajcelični raztopini brez glukoze (0 mM glc) in z 10 mM glc (10 mM glc) 
ter hipoksičnim razmeram (1 % pO2; hipoksija), imunohistokemijsko označenih s fluorescenčnim barvilom za 
nevtralne lipide BODIPY 493/503 (BODIPY; zeleno), protitelesi proti astrocitnemu označevalcu GFAP (GFAP; 
rdeče) in jedrnim označevalcem 4′,6-diamidino-2-fenilindolom (DAPI; modro). Merilo: 10 µM. (b,c) Povprečni 
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deleži s fluorescenčnim barvilom BODIPY 493/503-označene površine astrocita (število zelenih slikovnih pik pri 
pragu 20 % maksimalne intenzitete fluorescence glede na število vseh slikovnih pik v prečnem optičnem prerezu 
astrocita) v predelu korteksa (b) in hipokampusa (c) 24 h po izpostavitvi organotipskih možganskih kultur različnim 
zunajceličnim dejavnikom, normirani na vrednost kontrolnih neobdelanih vzorcev (hranilno gojišče; kontrola). 
Števila na bazi stolpca prikazujejo število analiziranih celic. *P < 0,05 vs. kontrola (ANOVA, Dunn-ov test).  
Figure 9: Metabolic stress and hypoxia induce the accumulation of lipid droplets in astrocytes in organotypic 
brain tissue cultures. (a) Representative fluorescence images of astrocytes upon 24h exposure of organotypic 
brain cultures to extracellular stress factors: extracellular solution (ECS) with 10 mM glucose (10 mM glc) and 
without glucose (0 mM glc) and under hypoxia (1% pO2; hypoxia) and immunohistochemically labelled with 
fluorescent dye for neutral lipids BODIPY 493/503 (BODIPY; green), antibodies against astrocyte-specific glial 
fibrillary acidic protein (GFAP; red) and nuclear marker 4′,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI; blue). Scale bar: 
10 µM. (b, c) Mean BODIPY 493/503-labelled area (number of green fluorescent pixels at 20% threshold intensity 
of maximal fluorescent signal in individual cell cross-sectional area) in astrocytes upon 24 h treatment of brain 
tissue slices with various stress stimuli, separately for cortex (b) and hippocampus (c) normalized to control 
untreated sample (growth medium, control). The numbers at the bottom of the bars indicate the number of cells 
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4.1.3 Vpliv aktivacije adrenergičnih receptorjev na kopičenje LK v podganjih astrocitih v 
kulturi 
NA je eden ključnih živčnih prenašalcev, nevromodulatorjev CŽS, ki se sprošča iz varikozitet 
noradrenergičnih nevronov ob aktivaciji jedra locus coeruleus v stresnih razmerah. Pokazano je 
bilo, da so astrociti in ne nevroni primarna tarča noradrenergičnega sistema (Bekar in sod., 2008; 
Ding in sod., 2013; Paukert in sod., 2014). NA se veže na adrenergične receptorje na plazmalemi 
astrocitov in med drugim sodeluje pri uravnavanju presnove glukoze v astrocitih in presnovni 
podpori nevronov (Kreft in sod., 2012; Dienel in Cruz, 2016). Da bi preverili vlogo NA in 
aktivacije različnih tipov adrenergičnih receptorjev na kopičenje LK v astrocitih, smo podganje 
astrocite v kulturi za 24 h izpostavili različnim agonistom AR. Celice smo nato fiksirali in jih 
označili s fluorescenčnim barvilom za LK Nile Red oz. BODIPY 493/503 ter opazovali pod 
konfokalnim mikroskopom ali z mikroskopijo SIM (Slika 10a).  
Za vsako celico v posameznem poskusu smo določili delež z barvilom Nile red-označene 
površine celice (število rdečih slikovnih pik pri pragu 20 % maksimalne intenzitete 
fluorescence, ki ponazarjajo površino LK v prečnem optičnem prerezu celice), ki odraža 
količino LK v celici in podatke normirali na povprečne vrednosti kontrolnih neobdelanih 
vzorcev (celice gojene v hranilnem gojišču) znotraj posamezne serije poskusov (Slika 10b in 
Priloga A-Preglednica 5).  
Izpostavitev astrocitov v kulturi NA (100 µM), ki je neselektiven agonist AR in tako aktivira 
vse tri tipe AR (α1-, α2- in β1,2,3), je povzročil 3- oz. 4,7-kratno povečanje deleža z Nile Red-
označene površine celice glede na kontrolne neobdelane celice (hranilno gojišče) (P < 0,05; 
Slika 10b), kar kaže na to, da aktivacija AR pomembno vpliva na kopičenje LK v podganjih 
astrocitih v kulturi. 
Aktivacija posameznega tipa AR privede do aktivacije različnih signalnih poti (O'Donnell in 
sod., 2012). Da bi preverili vpliv aktivacije posameznega tipa AR na tvorbo LK in s tem 
ovrednotili prispevek posamezne signalne poti h kopičenju LK, smo podganje astrocite v kulturi 
za 24 h izpostavili različnim selektivnim AR agonistom (100 µM Iso, 50 nM Dex in 100 µM 
PE).  
Prisotnost 100 µM Iso, selektivnega agonista β-AR, katerih aktivacija povzroči dvig [cAMP]i v 
celici, je 2,1-krat (P < 0,05) povečala delež z Nile Red-označene površine celic v primerjavi s 
kontrolo (Slika 10b in Priloga A-Preglednica 5). 50 nM Dex, selektivni agonist α2-AR, katerega 
aktivacija povzroči znižanje [cAMP]i v celici, je povzročil 3,5-kratni (P < 0,05) porast v deležu 
z Nile Red-označene površine celice v primerjavi s kontrolnimi celicami (Slika 10b in Priloga 
A-Preglednica 5). Prisotnost 100 µM PE, selektivnega agonista α1-AR, katerega aktivacija 
povzroči porast v [Ca2+]i, je povzročila sicer manjše povečanje deleža z Nile Red-označene 
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površine celice v primerjavi s kontrolo, vendar pa te razlike niso bile statistično značilne (Slika 
10b in Priloga A-Preglednica 5).  
Preverili smo tudi vpliv sočasne aktivacije AR s kombinacijo agonistov AR (Priloga A-
Preglednica 5). Sočasna izpostavitev celic Iso in PE (β- in α2-AR agonista) je povzročila ~1,9-
kratno povečanje deleža z Nile Red-označene površine celic v primerjavi s kontrolo (P < 0,05). 
Sočasna izpostavitev celic Iso, Dex in PE (β-, α1- in α2-AR agonist) ni povzročila statistično 
značilnega povečanja deleža z Nile Red-označene površine celic v primerjavi s kontrolo.  
Iz rezultatov lahko sklepamo, da na kopičenje LK v podganjih astrocitih v kulturi vpliva 
dolgotrajna aktivacija β- in α2-AR, medtem ko aktivacija α1-AR nima bistvenega vpliva na 
kopičenje LK v astrocitih.    
Na osnovi predpostavke, da aktivacija AR vpliva na tvorbo LK v astrocitih, smo v nadaljevanju 
želeli preveriti, ali s selektivnimi antagonisti β- in α2-AR zmanjšamo vpliv NA na kopičenje LK 
v podganjih astrocitih v kulturi. Astrocite smo sprva 30 min vzdrževali v hranilnem gojišču v 
prisotnosti selektivnih antagonistov AR (Prop (β-AR), Atip (α2-AR) in Tera (α1-AR)) in s tem 
blokirali posamezen tip AR, nato pa celice izpostavili 100 µM NA v prisotnosti antagonistov za 
24 h. Celice smo nato fiksirali in jih označili s fluorescenčnim barvilom za LK Nile Red ter jih 
opazovali pod konfokalnim mikroskopom. Za vsako celico v posameznem poskusu smo določili 
delež z barvilom Nile Red-označene površine celice (število rdečih slikovnih pik pri pragu 20 % 
maksimalne intenzitete fluorescence, ki ponazarjajo površino LK v prečnem optičnem prerezu 
celice), ki odraža količino LK v celici in podatke normirali na kontrolne neobdelane celice 
(celice gojene v hranilnem gojišču) (Slika 10c in Priloga A-Preglednica 5).  
Delež z Nile Red-označene površine astrocitov po stimulaciji z NA (100 µM) je bil v prisotnosti 
1 µM Prop, selektivnega antagonista β-AR, 1,6-krat manjši (P < 0,05) glede na celice, 
izpostavljene zgolj NA (Slika 10c in Priloga A-Preglednica 5). Prisotnost Atip (10 µM), 
selektivnega antagonista α2-AR, je povzročila 1,5-krat (P < 0,05) manjši porast v deležu z Nile 
Red-označene površine astrocitov glede na celice izpostavljene zgolj NA (Slika 10c in Priloga 
A-Preglednica 5). Prav tako je prisotnost 10 µM Tera, selektivnega antagonista α1-AR, 1,3-krat 
(P < 0,05) zmanjšala delež z Nile Red-označene površine astrocitov v primerjavi s celicami, 
izpostavljenimi zgolj NA.  
Da bi preverili morebitni vpliv antagonistov AR na tvorbo LK v astrocitih v kulturi, smo celice 
24 h inkubirali s posameznimi antagonisti AR. Njihova prisotnost ni povzročila statistično 
značilnih razlik v deležih z Nile Red-označene površine celic v primerjavi s kontrolnimi vzorci, 
kar kaže na to, da posamezni antagonisti AR ne vplivajo na kopičenje LK v podganjih astrocitih 
v kulturi (Priloga A-Preglednica 5).  
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Rezultati potrjujejo vpliv aktivacije β- in α2-AR na uravnavanje kopičenja LK v podganjih 
astrocitih v kulturi, medtem ko aktivacija α1-AR najverjetneje ne vpliva na omenjen proces.  
 
Slika 10: Aktivacija adrenergičnih receptorjev poveča kopičenje lipidnih kapljic v podganjih astrocitih v 
kulturi. (a) Reprezentativne slike astrocitov gojenih 24 h v hranilnem gojišču (kontrola) in ob prisotnosti agonistov 
adrenergičnih receptorjev (AR), neselektivnega agonista α- in β-AR noradrenalina (NA, 100 µM), selektivnega 
agonista β-AR isoprenalina (Iso, 100 µM), selektivnega agonista α2-AR dexmedetomidina (Dex, 50 nM) in 
selektivnega agonista α1-AR fenilefrina (PE, 100 µM) ter označili s fluorescenčnim barvilom za nevtralne lipide 
BODIPY 493/503 (zeleno). Merilo: 10 µm. (b, c) Povprečni deleži s fluorescenčnim barvilom Nile Red-označene 
površine celic (število rdečih slikovnih pik pri pragu intenzitete 20 % glede na število vseh slikovnih pik v prečnem 
optičnem prerezu celic) normirani na kontrolne neobdelane vzorce (kontrola; celice gojene 24 h v hranilnem 
gojišču) 24 h po izpostavitvi celic (b) agonistom AR in (c) NA (100 µM) ob prisotnosti antagonistov AR, 
antagonista β-AR propranolola (1 µM, Prop+NA), antagonista α2-AR atipamezola (10 µM, Atip+NA) in 
antagonista α1-AR terazosina (10 µM, Tera+NA). Podatki so prikazani kot povprečje ± s.n. Števila na bazi stolpcev 
prikazujejo število analiziranih celic. *P < 0,05 vs. kontrola in #P < 0,05 vs. NA (ANOVA, Dunn-ov test).  
Figure 10:  Activation of adrenergic receptors increases lipid droplet accumulation in cultured rat 
astrocytes. (a) Representative fluorescence images of isolated astrocytes incubated for 24 h in growth medium 
(control) and in the presence of various adrenergic receptor (AR) agonists, nonselective α- and β-AR agonist 
noradrenaline (NA; 100 µM), selective β-AR agonist isoprenaline (Iso; 100 µM), selective α2-AR agonist 
dexmedetomidine (Dex; 50 nM), selective α1-AR agonist phenylephrine (PE; 100 µM), and labelled with 
fluorescent marker for neutral lipids BODIPY 493/503 (green). Scale bar: 10 µm. (b, c) Mean Nile Red-stained 
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area (number of all red pixels at 20 % threshold of the maximal red fluorescence signal in individual cell cross-
sectional area) normalized to control untreated samples (control; cells incubated for 24 h in growth medium) in 
astrocytes exposed to (b) various AR agonists and (c) to NA (100 µM) in the presence of various AR antagonists, 
β-AR antagonist propranolol (1 µM; Prop + NA), α2-AR antagonist atipamezole (10 µM; Atip + NA), and α1-AR 
antagonist terazosin (10 µM; Tera + NA). Bars represent means ± SEM. The numbers at the bottom of the bars 
indicate the number of cells analysed. *P < 0.05 vs. control and #P < 0.05 vs. NA (ANOVA, Dunn's test). 
 
V nadaljevanju smo želeli preveriti, ali je opaženo kopičenje LK v astrocitih v kulturi po 24 h 
izpostavitvi 100 µM NA posledica povečanja števila (de novo sinteza LK) in/ali povečanja 
velikosti LK. Fiksirane in z barvilom BODIPY 493/503 označene astrocite smo opazovali pod 
mikroskopom SIM in določili število LK v posamezni celici in premer LK na osnovi intenzitete 
fluorescence pri FWHM (Slika 11a). V primerjavi s kontrolnimi netretiranimi celicami (24 h v 
hranilnem gojišču) je NA povzročil ~1,3-kratno povečanje FWHM (premera) LK (0,470 ± 0,008 
µm (Kontrola) vs. 0,601 ± 0,009 µm (NA)) in 2-kratno porast v številu LK na celico (P < 0,05) 
(Slika 11a, b). Frekvenčna porazdelitev je pokazala, da je največ LK v kontrolnih celicah v 
premeru merilo od 400-500 nm (najpogostejša vrednost je bila pri 449 nm), LK v celicah 
stimuliranih z NA pa od 550-600 nm (najpogostejša vrednost je bila pri 567 nm) (Slika 11c).  
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Slika 11: Vpliv aktivacije adrenergičnih receptorjev na premer in število lipidnih kapljic v podganjih 
astrocitih v kulturi. (a, b) Povprečni premer LK (a) in povprečno število LK na celico (b) v kontrolnih celicah in 
celicah 24 h po izpostavitvi NA (100 µM). Premer LK smo določili z uporabo mikroskopije SIM, s katero smo za 
posamezno LK v fokusu iz grafa razdalje v odvisnosti od profila intenzitete fluorescence barvila BODIPY 493/503 
v dveh ortogonalnih ravninah izmerili FWHM (angl. “full width at half maximum”, t.i. “polna širina na polovici 
maksimuma) (prikazana je samo vodoravna linija LK) (a, levo). Podatki so prikazani kot povprečje ± s.n. Števila 
na bazi stolpcev prikazujejo število analiziranih LK (a) oziroma število analiziranih celic (b). (c) Frekvenčna 
distribucija premera LK v kontrolnih celicah (sivi stolpci) in celicah po 24 h izpostavitvi NA (črtkani stolpci). Na 
podatke frekvenčne porazdelitve premera LK smo prilegali Gaussovo krivuljo za kontrolne celice (črna črta, n = 
287 LK) in celice po obdelavi z NA (rdeča črta, n = 501 LK). Povprečne vrednosti premera pri vrhovih krivulj so 
449 ± 8 nm v kontrolnih in 567 ± 7 nm v celicah obdelanih z NA. ***P < 0,001 (Mann-Whitney-ev U-test). 
Figure 11: The effect of the activation of adrenergic receptors on lipid droplet diameter and number of lipid 
droplets in cultured rat astrocytes. (a, b) Mean LD diameter (a) and mean LD number per cell (b) in control 
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cells and in cells after 24h-exposure to NA (100 µM). The apparent LD diameter was determined by SIM 
microscopy, measuring the full width at half maximum (FWHM) of the BODIPY493/503 fluorescence intensity 
profile in two perpendicular directions (only the horizontal direction of LD is displayed) (a, left panel). Bars 
represent means ± SEM. The numbers at the bottom of the bars indicate the number of analysed LDs (a) and 
analysed cells (b). (c) Frequency distribution of LD diameter in untreated controls (grey bars) and in cells after 
exposure to NA (striped bars) for 24 h. Gaussian curves were fitted to LD diameter frequency distributions in 
untreated controls (black line; n = 287 LDs) and cells treated with NA (red line; n = 501 LDs). The mean peak 





Slika 12: Stres povzroči kopičenje lipidnih kapljic v astrocitih. Presnovni stres (pomanjkanje hranil, presežek 
prostih MK in laktata), oksidativni stres (hipoksija) in noradrenalin (nevromodulator CŽS, ki se ob aktivaciji jedra 
locus coeruleus sprošča iz noradrenergičnih nevronov v stresnih razmerah) povečajo kopičenje LK v astrocitih. 
Povečata se število in velikost LK. Noradrenalin poveča kopičenje LK preko aktivacije β- in α2-AR. Kopičenje LK 
v astrocitih, izpostavljenih zunajceličnim stresnim dejavnikom, najverjetneje predstavlja alternativni energijski 
substrat in/ali ščiti astrocite pred lipotoksičnostjo prostih MK in na ta način pripomorejo k preživetju nevronov 
med patologijami CŽS.  
Figure 12: Stress causes the accumulation of lipid droplets in astrocytes. Metabolic stress (nutrient deprivation, 
excess of free FA and lactate), oxidative stress (hypoxia) and norepinephrine (CNS neuromodulator, which is 
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released from noradrenergic neurons upon activation of the brain area locus coeruleus under stress conditions) 
increase LD accumulation in astrocytes by increasing the number and size of LDs. Noradrenaline increases LD 
accumulation through activation of β- and α2-ARs. Accumulation of LD in astrocytes exposed to extracellular 
stressors may be viewed as a support for energy provision and/or protect astrocytes from lipototoxicity of free MK 
and thus contribute to the survival of neurons during CNS pathologies. 
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4.2 SIGNALIZIRANJE PROSTIH MK V PODGANJIH ASTROCITIH V KULTURI 
4.2.1 Prisotnost receptorja za proste maščobne kisline GPR40 (FFAR1) v podganjih 
astrocitih v kulturi  
Farmakološke in fiziološke študije so pokazale, da se receptor GPR40 oz. FFAR1 izraža v 
številnih tkivih, kjer aktivno sodeluje pri uravnavanju presnove (Hara in sod., 2013; Milligan in 
sod., 2015). Fiziološka vloga receptorja GPR40 je najbolje proučena v β-celicah trebušne 
slinavke, kjer aktivacija receptorja sproži sekrecijo inzulina (Itoh in sod., 2003; Houthuijzen, 
2016). GPR40 pa se izraža tudi v CŽS (Khan in He, 2017; Falomir-Lockhart in sod., 2019). 
Receptor GPR40 aktivirajo srednjeverižne in dolgoverižne MK (Briscoe in sod., 2003), med 
njimi tudi DHA in OA (Briscoe in sod., 2003; Falomir-Lockhart in sod., 2019). Preko aktivacije 
proteinov Gq ali Gs se lahko aktivirajo znotrajcelične signalne poti in povzročijo spremembo v 
[Ca2+]i ali [cAMP]i (Briscoe in sod., 2003; Hauge in sod., 2015). Molekularni mehanizmi 
aktivacije GPR40 v astrocitih in njihov vpliv na znotrajcelično Ca2+- in cAMP-signalno pot ter 
presnovo glukoze še niso bili raziskani.  
Sprva smo želeli preveriti, ali astrociti v kulturi na svoji površini izražajo receptorje prostih MK, 
GPR40. V ta namen smo jih imunocitokemijsko najprej označili s primarnimi protitelesi proti 
receptorju GPR40 in proti proteinu GFAP, proteinu intermediarnih filamentov, ki je hkrati 
specifičen označevalec astrocitov (Verkhratsky in Nedergaard, 2018). Za tem smo jih označili 
še s sekundarnimi protitelesi. Zeleno fluorescenčno označena sekundarna protitelesa 
(AlexaFluor488) smo vezali na primarna protitelesa proti GPR40, rdeče fluorescenčno označena 
sekundarna protitelesa (AlexaFluor546) pa na primarna protitelesa proti GFAP. Celice smo 
označili še z barvilom DAPI (4′,6-diamidino-2-fenilindol), ki označi jedra celic (Slika 13).  
Z opazovanjem celic pod konfokalnim mikroskopom smo ugotovili, da so vse celice hkrati 
emitirale zeleno in rdečo fluorescenco (Slika 13, Prekrivanje), torej so protitelesa v celicah 
označila GPR40 in GFAP, kar kaže na to, da astrociti v kulturi izražajo receptor GPR40.  
Na preparatih smo pod mikroskopom pregledali več vidnih polj. Ugotovili smo, da se intenziteta 
fluorescence AlexaFluor546 med celicami nekoliko razlikuje, kar kaže na različno stopnjo 
izražanja GFAP med astrociti v kulturi. Nasprotno pa večjih razlik v intenziteti fluorescence 
AlexaFluor488 med celicami nismo zaznali, kar kaže na podobno stopnjo izražanja receptorja 
GPR40 v celicah v kulturi.  
V kontrolnih poskusih (rezultati niso prikazani) smo astrocite obdelali zgolj s fluorescenčno 
označenimi sekundarnimi protitelesi. Pod mikroskopom smo celice opazovali pri enakih 
nastavitvah zajemanja slik kot pri testnih poskusih. Astrociti v kontrolnih poskusih niso emitirali 
zelene ali rdeče fluorescence.    
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Slika 13: Imunocitokemijsko označevanje receptorja GPR40 (FFAR1) v podganjih astrocitih v kulturi. 
Reprezentativne fluorescenčne slike imunocitokemijsko označenih celic s protitelesi proti receptorju GPR40 
(zeleno) in protitelesi proti glialnemu fibrilarnemu kislemu proteinu, ki označi astrocite (GFAP, rdeče), ter z 
jedrnim barvilom 4′,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI, modro). Skrajno desno je slika prekrivanja vseh treh kanalov 
(Prekrivanje). Spodnja vrsta prikazuje označene celice pod večjo povečavo. Merilo: 20 µm.  
Figure 13: Immunocytochemical labelling of the GPR40 receptor (FFAR1) in cultured rat astrocytes. 
Representative fluorescent images of cells labelled with antibodies against GPR40 receptor (green), antibodies 
against astrocyte-specific glial fibrillary acidic protein (GFAP, red) and with the nuclear dye 4′,6-diamidino-2-
pheylindol (DAPI, blue). Images on the far right represent the channel overlay. Bottom row shows labelled cells at 
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4.2.2 Vpliv DHA in OA, endogenih neselektivnih agonistov receptorja GPR40, na [Ca2+]i 
v podganjih astrocitih v kulturi 
GPR40 preko proteina Gq lahko vpliva na sproščanje Ca
2+ iz ER v citosol celice (Hara in sod., 
2013). Želeli smo preveriti, ali DHA in OA, ki sta endogena agonista receptorja GPR40 z visoko 
afiniteto do receptorja (Briscoe in sod., 2003), vplivata na spremembe v [Ca2+]i v astrocitih. 
 
4.2.2.1 DHA in OA povzročita prehoden porast [Ca2+]i v astrocitih v kulturi 
Astrocite, katere smo predhodno označili s fluorescenčnim Ca2+-indikatorjem Fluo-4, AM, smo 
opazovali pod konfokalnim mikroskopom v realnem času pred in po dodatku endogenih 
agonistov DHA (Slika 14a) in OA. Sprememba v intenziteti fluorescence barvila Fluo-4, AM 
se lahko poveča za več kot 100-krat (Bootman in sod., 2013) in ponazarja spremembo v [Ca2+]i. 
Fluo-4, AM označene astrocite smo dražili z endogenima agonistoma GPR40 DHA (10 µM) oz. 
OA (10 µM) in kontrolno raztopino, v kateri smo raztapljali agonista. Dodatek DHA oz. OA je, 
v primerjavi s kontrolo, vplival na spremembo signala ∆F/F0 barvila Fluo-4, AM (Slika 14c in 
Slika 15b), kar kaže na spremembo v [Ca2+]i. V kontrolnih celicah ob dodatku raztopine nismo 
zaznali večjih sprememb v signalu ∆F/F0 barvila Fluo-4,AM (Slika 14b in Slika 15a), z izjemo 
občasnih spontanih prehodnih sprememb. Po draženju astrocitov z agonisti GPR40 pa smo 
opazili statistično značilne spremembe v signalu ∆F/F0 barvila Fluo-4, AM, ki so bile prehodne 
in ponavljajoče. To kaže na Ca2+-oscilacije, ki so s časom izzvenele. Povprečna maksimalna 
sprememba v signalu ∆F/F0 je bila v primerjavi s kontrolo po dodatku DHA 12-krat večja (P < 
0,001; Slika 14d in Priloga A-Preglednica 6) in po dodatku OA 9,9-krat večja (P < 0,001; Slika 
15c in Priloga A-Preglednica 6). Do maksimalnega odziva signala ∆F/F0 po dodatku DHA je v 
povprečju prišlo v 14 s, po dodatku OA pa v povprečju v 13 s. OA je v primerjavi z DHA 
povzročila 1,7-krat večjo maksimalno spremembo ∆F/F0 (Slika 14d in Slika 15c). Izračunali 
smo tudi povprečno kumulativno spremembo v ∆F/F0. Le-ta je bila v primerjavi s kontrolo po 
dodatku DHA ~14-krat večja (P < 0,001; Slika 14e in Priloga A-Preglednica 6) in po dodatku 
OA 11-krat večja (P < 0,001; Slika 15d in Priloga A-Preglednica 6). V analizi so uporabljeni 
podatki odzivnih in neodzivnih celic. Kot pozitivno kontrolo smo uporabili 100 µM ATP, ki v 
astrocitih aktivira purinergične receptorje in prehodno zviša [Ca2+]i (Butt, 2011). Draženje celic 
je povzročilo spremembo v signalu ∆F/F0 Fluo-4, AM v skoraj vseh celicah (rezultati niso 
prikazani).  
Rezultati kažejo, da DHA in OA, ki sta endogena agonista receptorja GPR40, povzročita 
prehoden porast v [Ca2+]i, ki po ~400 s (DHA) oz. ~300 s (OA) izzveni. Z DHA in OA izzvani 
Ca2+ odzivi so lahko posledica vezave DHA oz. OA na GPCR MK (npr. GPR40) in aktivacije 
proteinov Gq (Briscoe in sod., 2003).  
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Slika 14: Stimulacija podganjih astrocitov v kulturi, označenih s fluorescenčnim kalcijevim indikatorjem 
Fluo-4, AM, z DHA povzroči dvig [Ca2+]i. (a) Reprezentativne fluorescenčne slike astrocitov v kulturi označenih 
s Ca2+-indikatorjem Fluo-4, AM pred (0 s) in po stimulaciji z DHA (črna črta). Merilo: 20 µm. (b, c) 
Reprezentativni (zgoraj) in povprečni (spodaj) časovni potek sprememb v intenziteti fluorescence kalcijevega 
indikatorja Fluo-4, AM (∆F/F0) v (b) kontrolnih astrocitih po dodatku zunajcelične raztopine, v kateri smo 
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raztapljali DHA (kontrola; n = 44), in v (c) astrocitih po dodatku 10 µM DHA (DHA; n = 65). Celice smo stimulirali 
v času 200 s po začetku snemanja (črne črte). Spremembe v intenziteti fluorescence Fluo-4, AM ponazarjajo 
relativne spremembe v [Ca2+]i. Povprečni časovni poteki sprememb so prikazani kot povprečje vseh meritev s 
pripadajočo s.n. (d, e) Povprečna maksimalna (d) in kumulativna sprememba (e) ∆F/F0 v kontrolnih celicah in 
celicah po dodatku DHA (prikazano kot povprečje ± s.n.). Številke ob stolpcih ponazarjajo število vseh analiziranih 
celic v poskusu. ***P < 0,001 vs. kontrola (Mann-Whitney-jev U test). 
Figure 14: Stimulation of cultured rat astrocytes, preloaded with the fluorescent calcium indicator Fluo-4, 
AM, with DHA leads to an increase in [Ca2+]i. (a) Representative fluorescence images of cultured astrocytes 
loaded with the Ca2+-indicator Fluo-4, AM before (0 s) and after the stimulation with DHA (black line). Scale bar: 
20 µm. (b, c) Representative (upper panel) and mean (lower panel) fluorescence intensity changes in Fluo-4, AM 
(∆F/F0) in (b) control astrocytes after the addition of extracellular solution in which DHA was dissolved (control; 
n = 44), and in (c) astrocytes after the addition of 10 µM DHA (DHA; n = 65). Cells were stimulated at time 200 s 
(black lines). Changes in the Fluo-4, AM fluorescence intensity reflect relative changes in [Ca2+]i. Mean 
fluorescence intensity changes are shown as mean of all measurements ± SEM. (d, e) Mean peak amplitude (d) 
and cumulative response (e) in ∆F/F0 in control and DHA-stimulated cell (data are shown as means ± SEM). 
Numbers by the bars correspond to the number of all analysed cells in the experiment. ***P < 0.001 vs. control 
(Mann-Whitney U-test). 
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Slika 15: Stimulacija podganjih astrocitov v kulturi, označenih s fluorescenčnim kalcijevim indikatorjem 
Fluo-4, AM, z OA povzroči dvig [Ca2+]i. (a, b) Reprezentativni (zgoraj) in povprečni (spodaj) časovni potek 
sprememb v intenziteti fluorescence kalcijevega indikatorja Fluo-4, AM (∆F/F0) v (a) kontrolnih astrocitih po 
dodatku zunajcelične raztopine, v kateri smo raztapljali OA (kontrola; n = 10), in v (b) astrocitih po dodatku 10 
µM OA (OA; n = 18). Celice smo stimulirali v času 200 s po začetku snemanja (črne črte). Spremembe v intenziteti 
fluorescence Fluo-4, AM ponazarjajo relativne spremembe v [Ca2+]i. Povprečni časovni poteki sprememb so 
prikazani kot povprečje vseh meritev s pripadajočo s.n. (c, d) Povprečna maksimalna (c) in kumulativna sprememba 
(d) ∆F/F0 v kontrolnih celicah in celicah po dodatku OA (prikazano kot povprečje ± s.n.). Številke ob stolpcih 
ponazarjajo število vseh analiziranih celic v poskusu. **P < 0,01 in P = 0,058 vs. Kontrola (Mann-Whitney-jev U 
test). 
Figure 15: Stimulation of cultured rat astrocytes, preloaded with the fluorescent calcium indicator Fluo-4, 
AM, with OA leads to an increase in [Ca2+]i. (a, b) Representative (upper panel) and mean (lower panel) 
fluorescence intensity changes in Fluo-4, AM (∆F/F0) in (a) control astrocytes after the addition of extracellular 
solution in which OA was dissolved (control; n = 10), and in (b) astrocytes after the addition of 10 µM OA (OA; 
n = 18). Cells were stimulated at time 200 s (black lines). Changes in the Fluo-4, AM fluorescence intensity reflect 
relative changes in [Ca2+]i. Mean fluorescence intensity changes are shown as mean of all measurements ± SEM. 
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(c,d) Mean peak amplitude (c) and cumulative response (d) in ∆F/F0 in control and OA-stimulated cell (data are 
shown as means ± SEM). Numbers by the bars correspond to the number of all analysed cells in the experiment. 
**P < 0.01 and P = 0.058 vs. Control (Mann-Whitney U-test). 
 
4.2.3 Vpliv DHA, endogenega neselektivnega agonista receptorja GPR40, na spremembe 
v [cAMP]i v podganjih astrocitih v kulturi  
Hauge in sod. (2015) so nedavno prvič pokazali, da aktivacija receptorja GPR40 s specifičnimi 
selektivnimi agonisti, poleg Ca2+-signalne poti, lahko v celični liniji COS-7 (fibroblastom-
podobna celična linija iz opičjega ledvičnega tkiva) aktivira tudi cAMP-signalno pot (preko 
proteina Gs). Želeli smo preveriti, ali endogeni neselektivni agonist receptorja GPR40, DHA, 
tudi v astrocitih vpliva na [cAMP]i.  
 
4.2.3.1 DHA povzroči dolgotrajno povišanje [cAMP]i v astrocitih v kulturi 
Astrocite v kulturi, v katere smo predhodno z metodo lipofekcije vnesli FRET-nanosenzor 
Epac1-camps (Nikolaev in sod., 2004). Celice, ki so izražale nanosenzor smo stimulirali z DHA 
(10 µM), endogenim neselektivnim agonistom receptorja GPR40 in z zunajcelično raztopino, v 
kateri smo raztapljali agonist (kontrola), ter jih v realnem času opazovali pod fluorescenčnim 
mikroskopom. Nanosenzor Epac1-camps omogoča zaznavanje sprememb v [cAMP]i v razponu 
med ~100 nM do ~10 µM (Nikolaev in sod., 2004; Borner in sod., 2011). Vezava molekule 
cAMP na nanosenzor povzroči njegovo konformacijsko spremembo, zaradi tega pride do 
povečane razdalje med fluorescenčnima proteinoma YFP in CFP, kar izmerimo kot padec 
razmerja YFP/CFP oz. padec signala FRET (Nikolaev in sod., 2004). Za informativnejši prikaz 
rezultatov smo razmerje signalov YFP in CFP obrnili in spremembe prikazali kot vrednosti 
razmerja CFP/YFP, pri čemer porast tega razmerja ponazarja porast v [cAMP]i. 
Stimulacija astrocitov z 10 µM DHA, endogenim neselektivnim agonistom receptorja GPR40, 
je povzročila eksponentni porast v spremembi signala CFP/YFP, ki kaže na povečanje [cAMP]i 
(Slika 16b). Do manjšega porasta v signalu CFP/YFP je prišlo tudi v kontrolnih poskusih, po 
dodatku zunajcelične raztopine, v kateri smo raztapljali agonist (Slika 16a), vendar je bil dvig v 
signalu CFP/YFP izrazito manjši kot v primerjavi z astrociti, stimuliranimi z DHA. Povprečna 
maksimalna sprememba v signalu CFP/YFP (∆(CFP/YFP)max) je po dodatku DHA znašala 7,56 
± 0,71 % in je bila značilno različna od kontrole (P < 0,05; Slika 16d in Priloga A-Preglednica 
7), povprečna maksimalna hitrost porasta v signalu CFP/YFP (∆(CFP/YFP)/∆t) prilagojena na 
povprečno časovno odvisnost normiranih sprememb v signalu CFP/YFP pa 4,71 ± 0,71 %/min 
(Slika 16f in Priloga A-Preglednica 7), kar kaže na porast v [cAMP]i v astrocitih po dodatku 
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agonista DHA. Izračunali smo tudi kumulativno spremembo v signalu CFP/YFP, ki se je po 
dodatku DHA, glede na kontrolne celice, značilno povišala za 4,4-krat (1,48 ± 0,31, kontrola vs. 
6,52 ± 0,64, DHA; P < 0,05; Slika 16e in Priloga A-Preglednica 7). 
V nadaljevanju smo želeli preveriti selektivnost signala endogenega agonista DHA za receptor 
GPR40 v astrocitih. Astrocite smo pred začetkom opazovanja pod mikroskopom 10 min 
inkubirali s sintetičnim selektivnim antagonistom receptorja GPR40, 1 µM GW1100 (Zhao in 
sod., 2011; Nakamoto in sod., 2013), nato pa jih, v prisotnosti antagonista, stimulirali z 10 µM 
DHA (Slika 16c). Povprečna maksimalna sprememba v signalu ∆CFP/YFP (∆CFP/YFPmax) je 
v astrocitih, predhodno izpostavljenih antagonistu GW1100, po draženju z DHA znašala 5,28 ± 
0,62 % in se je značilno razlikovala od kontrole (P < 0,05; Slika 16d in Priloga A-Preglednica 
7). Astrociti, predhodno izpostavljeni antagonistu GW1100, so imeli 1,4-krat manjši odziv na 
draženje z DHA glede na astrocite, ki niso bili izpostavljeni GW1100 (P = 0,082; Mann-
Whitneyev U-test), kar kaže na trend znižanja učinka DHA na [cAMP]i v prisotnosti antagonista 
GPR40. Povprečna maksimalna hitrost porasta v signalu CFP/YFP (∆(CFP/YFP)/∆t) je v 
predhodno obdelanih astrocitih z GW1100 po stimulaciji z DHA znašala 4,25 ± 0,80 %/min 
(Slika 16f in Priloga A-Preglednica 7). Izračunali smo tudi kumulativno spremembo v signalu 
CFP/YFP, ki se je v astrocitih, predhodno obdelanih z antagonistom GW1100, po stimulaciji z 
DHA 3-krat povišala (4,68 ± 0,69, GW1100 + DHA vs. 1,48 ± 0,31, kontrola; P < 0,05; Slika 
16e in Priloga A-Preglednica 7). Značilnih razlik v kumulativni spremembi signala CFP/YFP 
po stimulaciji z DHA med astrociti, predhodno izpostavljenimi antagonistu GW1100 in 
astrociti, stimuliranimi zgolj z DHA, nismo zaznali (P = 0,124, Mann-Whitneyev U-test).  
Preverili smo tudi morebiten vpliv antagonista receptorja GPR40, GW1100, na [cAMP]i. 
Astrocite smo po 100 s opazovanja pod mikroskopom stimulirali zgolj z 1 µM GW1100, pri 
čemer smo dobili porast v spremembi signala CFP/YFP do platoja, kar kaže na to, da antagonist 
GW1100 tudi sam po sebi vpliva na [cAMP]i (rezultati niso prikazani).  
Kot pozitivno kontrolo smo uporabili NA, ki preko vezave na β-AR, ki so sklopljeni z Gs/cAMP-
signalno potjo v astrocitih, povzroči dvig [cAMP]i (Dong in sod., 2012; Vardjan in sod., 2014). 
Po 500 s snemanja smo astrocite stimulirali s 100 µM NA in na podlagi eksponentnega porasta 
v signalu CFP/YFP preverili delovanje nanosenzorja. Celic, ki se na NA niso odzvale, nismo 
zajeli v analizo (rezultati niso prikazani). V analizi so uporabljeni podatki odzivnih in 
neodzivnih celic.  
Rezultati kažejo, da DHA povzroči porast v [cAMP]i v astrocitih v kulturi, delno preko 
aktivacije receptorja GPR40, ki je sklopljen s proteinom Gs in cAMP-signalno potjo (Hauge in 
sod., 2015), saj se nakazuje trend zmanjšanja porasta [cAMP]i po dodatku DHA v prisotnosti 
selektivnega agonist GPR40 GW1100.  
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Slika 16: Predhodna stimulacija podganjih astrocitov v kulturi, ki izražajo nanosenzor Epac1-camps, s 
selektivnim antagonistom receptorja GPR40 GW1100, zniža z DHA-posredovano povečanje [cAMP]i. (a-c) 
Reprezentativna (zgoraj) in povprečna (spodaj) časovna odvisnost normiranih sprememb v signalu CFP/YFP 
FRET-nanosenzorja Epac1-camps (CFP/YFP) po (a) dodatku zunajcelične raztopine, v kateri smo raztapljali DHA 
(kontrola), (b) dodatku 10 µM DHA pri času 100 s (črne črte) in (c) 10 µM DHA po predhodni 10 min stimulaciji 
celic z antagonistom receptorja GPR40, GW1100 (1 µM, začetnih 100 s), pri času 100 s (črne črte). Povprečne 
časovne odvisnosti signala CFP/YFP so prikazane kot povprečje vseh meritev s pripadajočo s.n. (n = 24, kontrola; 
n = 38, DHA; n = 13, GW1100 + DHA). Porast v signalu CFP/YFP odraža porast v [cAMP] i. (d-f) Povprečna 
maksimalna sprememba v signalu CFP/YFP (∆(CFP/YFP)max, d), povprečna kumulativna sprememba v signalu 
CFP/YFP, (e) in povprečna maksimalna hitrost porasta v signalu CFP/YFP (∆(CFP/YFP)/∆t, f) v kontrolnih 
astrocitih (kontrola), v astrocitih po dodatku 10 µM DHA (DHA) in DHA-stimuliranih astrocitih po predhodni 10-
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min aktivaciji celic z 1 µM antagonistom receptorja GPR40, GW1100. Povprečno maksimalno hitrost porasta v 
signalu CFP/YFP smo določili tako, da smo povprečni časovni odvisnosti normiranih sprememb v signalu 
CFP/YFP na najbolj strmem delu krivulje prilegali linearno premico CFP/YFP (%) = naklon (%/min) × t (min) in 
hitrost spremembe odčitali iz naklona premice. Številke ob stolpcih ponazarjajo število vseh analiziranih celic v 
poskusu. *P < 0,05 vs. kontrola (ANOVA, Dunn-ov test). P = 0,082, P = 0,124 in P = 0,974 vs. DHA (Mann-
Whitneyev U-test).  
Figure 16: Preactivation of cultured rat astrocytes expressing FRET-nanosensor Epac1-camps, with 
selective GPR40 receptor antagonist GW1100 lowers DHA-stimulated increase in [cAMP]i. (a-c) 
Representative (upper panel) and mean (lower panel) normalized time courses of the FRET-nanosensor Epac1-
camps CFP/YFP ratio (CFP/YFP) after the addition of (a) extracellular solution in which DHA was dissolved 
(control), (b) 10 µM DHA at time 100 s (black lines) and (c) 10 µM DHA after 10 min-preincubation with GPR40 
receptor antagonist GW1100 (1 µM, first 100 s) at time 100 s  (black lines). Mean time courses of CFP/YFP ratio 
are presented as means ± SEM (n = 24, control; n = 38, DHA; n = 13, GW1100 + DHA). The increase in the 
CFP/YFP signal depicts the increase in [cAMP]i. (d-f) Mean maximal changes (∆(CFP/YFP)max, d), mean 
cumulative changes in the CFP/YFP signal (e) and mean maximal initial rise of the CFP/YFP signal 
(∆(CFP/YFP)/∆t, f), in control astrocytes (control), astrocytes after the addition of 10 µM DHA (DHA) and DHA-
stimulated cells preincubated with GPR40 receptor antagonist GW1100 (1 µM) 10 min prior to DHA 
administration. Mean initial maximal rise in the CFP/YFP signal was determined by fitting the regression line on 
the mean normalized time courses of CFP/YFP signal:  CFP/YFP (%) = slope (%/min) × t (min) and the rate change 
read from the slope of the line. The numbers by the bars represent the number of cells analysed. *P < 0.05 vs. 
control (ANOVA, Dunn’s test). P = 0.082, P = 0.124 and P = 0.974 vs. DHA (Mann-Whitney U-test).   
 
4.2.3.2 DHA povzroči dolgotrajno povečanje aktivnosti od cAMP-odvisne protein kinaze A v 
astrocitih v kulturi 
Primarna tarča cAMP v celicah je PKA, ki preko fosforilacije citoplazemskih in jedrnih 
proteinov uravnava številne znotrajcelične procese, med drugim presnovo glikogena, glukoze 
in lipidov (Beavo in Brunton, 2002). V prejšnjem poglavju smo pokazali, da akutna stimulacija 
astrocitov z DHA vodi v dolgotrajno povišanje [cAMP]i, ki je vsaj delno sklopljena z aktivacijo 
receptorjev GPR40 (Slika 16). V nadaljevanju nas je zato zanimalo, kako stimulacija z 
endogenim agonistom receptorja GPR40, DHA, vpliva na znotrajcelično kinetiko od cAMP-
odvisne PKA.   
Astrocite v kulturi, v katere smo predhodno z metodo lipofekcije vnesli FRET-nanosenzor 
AKAR2, smo stimulirali z DHA (10 µM), endogenim neselektivnim agonistom receptorja 
GPR40 in z zunajcelično raztopino, v kateri smo raztapljali agonist (kontrola), ter jih v realnem 
času opazovali pod fluorescenčnim mikroskopom. Nanosenzor AKAR2 (angl. »A-kinase 
activity reporter«) nam omogoča zaznavanje sprememb v [cAMP]i posredno preko aktivnosti 
PKA (Zhang in sod., 2005). Nanosenzor AKAR2 sestavljajo 4 podenote; fluorescenčni donorski 
protein CFP in akceptorski protein YFP, ki ju povezuje substratna domena iz konsenznega 
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zaporedja za PKA katalizirano fosforilacijo in fosfopeptidna vezavna domena (FHA1, angl. 
»forkhead associated domain 1«). Povečanje [cAMP]i povzroči povečanje aktivnosti od cAMP-
odvisne PKA, ki fosforilira PKA konsenzno zaporedje v nanosenzorju. Pride do konformacijske 
spremembe nanosenzorja, kar zmanjša razdaljo med CFP in YFP in posledično povečanja 
vrednosti razmerja YFP/CFP oz. povečanja signala FRET (Zhang in sod., 2001; Zhang in sod., 
2005; Allen in Zhang, 2006).  
Stimulacija astrocitov z 10 µM DHA, endogenim neselektivnim agonistom receptorja GPR40, 
je povzročila eksponentni porast v spremembi signala YFP/CFP, kar kaže na povečano aktivnost 
od cAMP-odvisne PKA (Slika 17b). Do porasta v signalu YFP/CFP je prišlo tudi v kontrolnih 
poskusih, po dodatku zunajcelične raztopine v kateri smo raztapljali agonist (Slika 17a), vendar 
je bil dvig v signalu YFP/CFP manjši v primerjavi z astrociti, stimuliranimi z DHA.  
Povprečna maksimalna sprememba v signalu YFP/CFP (∆(YFP/CFP)max) je po dodatku DHA 
znašala 3,31 ± 0,51 % in je bila značilno različna od kontrole (P < 0,05; Slika 17c in Priloga A-
Preglednica 8), povprečna maksimalna hitrost porasta v signalu YFP/CFP (∆(YFP/CFP)/∆t) 
prilagojena na povprečno časovno odvisnost normiranih sprememb v signalu YFP/CFP pa 5,40 
± 0,86 %/min (P < 0,01; Slika 17e in Priloga A-Preglednica 8), kar kaže na povečano aktivnost 
od cAMP-odvisne PKA po dodatku DHA. Izračunali smo tudi kumulativno spremembo v 
signalu YFP/CFP, ki se je po dodatku DHA, glede na kontrolne celice, značilno povišala za 2,2-
krat (1,48 ± 0,36, kontrola vs. 5,40 ± 0,86, DHA; P < 0,05; Slika 17d in Priloga A-Preglednica 
8). 
Kot pozitivno kontrolo smo uporabili NA, ki preko vezave na β-AR, ki so sklopljeni s proteini  
Gs/cAMP-signalno potjo v astrocitih, povzroči dvig [cAMP]i (Dong in sod., 2012; Vardjan in 
sod., 2014). Po 500 s snemanja smo astrocite stimulirali s 100 µM NA in na podlagi 
eksponentnega porasta v signalu YFP/YFP preverili delovanje nanosenzorja. Celic, ki se na NA 
niso odzvale, nismo zajeli v analizo (rezultati niso prikazani). V analizi so uporabljeni podatki 
odzivnih in neodzivnih celic na DHA. Rezultati meritev kažejo, da DHA v astrocitih v kulturi 
povzroči dolgotrajno povečanje aktivnosti od cAMP-odvisne PKA preko aktivacije proteinov 
Gs in cAMP-signalne poti, ki je lahko posledica aktivacije receptorja GPR40. 
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Slika 17: Stimulacija podganjih astrocitov v kulturi, ki izražajo nanosenzor AKAR2, z neselektivnim 
endogenim agonistom receptorja GPR40, DHA, vodi v povečanje aktivnosti od cAMP-odvisne protein kinase 
A. (a, b) Reprezentativna (zgoraj) in povprečna (spodaj) časovna odvisnost normiranih sprememb v signalu 
YFP/CFP FRET-nanosenzorja AKAR2 (YFP/CFP) v astrocitih (a) po dodatku zunajcelične raztopine za 
raztapljanje DHA (kontrola) in (b) po dodatku 10 µM DHA v času 100 s (črna črta). Porast signala YFP/CFP kaže 
na povečano [cAMP]i, ki aktivira PKA. Povprečne časovne odvisnosti normiranih sprememb v signalu YFP/CFP 
so prikazane kot povprečje vseh meritev s pripadajočo s.n. (n = 16, kontrola in n = 25, DHA). (c-e) Povprečna 
maksimalna sprememba (∆(YFP/CFP)max, c), povprečna kumulativna sprememba (d) in povprečna maksimalna 
hitrost porasta (∆(YFP/CFP)/∆t, e) v signalu YFP/CFP v astrocitih po dodatku zunajcelične raztopine za 
raztapljanje DHA (kontrola) in po dodatku 10 µM DHA (DHA). Povprečno maksimalno hitrost porasta v signalu 
YFP/CFP smo določili tako, da smo eksperimentalnim podatkom porasta signala YFP/CFP na najbolj strmem delu 
krivulje prilegali linearno premico (rdeča črta) YFP/CFP (%) = naklon (%/min) × t (min), pri čemer vrednost 
naklona premice predstavlja hitrost spremembe signala. Številke ob stolpcih ponazarjajo število vseh analiziranih 
celic v poskusu. *P < 0,05, **P < 0,01 vs. kontrola (Mann-Whitney-jev U test). 
Figure 17: Stimulation of cultured rat astrocytes expressing FRET-nanosensor AKAR2, with nonselective 
endogenous GPR40 receptor agonist DHA, leads to persistent increase in cAMP-dependent protein-kinase 
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A activity. (a, b) Representative (upper panel) and mean (lower pannel) time courses of normalized changes in 
YFP/CFP of FRET-nanosensor AKAR2 (XFP/CFP) in astrocytes (a) after the addition of extracellular solution in 
which DHA was dissolved (control) and (b) after the addition of 10 µM DHA at time 100 s (black line). The 
increase in the YFP/CFP signal reflects and increase in [cAMP]I and subsequent PKA activation. Mean time 
courses of normalized changes in YFP/CFP in right panels are shown as means ± SEM (n = 16, control and n = 25, 
DHA). (c-e) Mean maximal changes (∆(YFP/CFP)max, c), mean cumulative changes (d) and mean maximal initial 
rise in the YFP/CFP signal (∆(YFP/CFP)/∆t, e) in astrocytes after the addition of extracellular solution in which 
DHA was dissolved (control) and after the addition of 10 µM DHA (DHA). The initial maximal rise of changes in 
the YFP/CFP signal was determined by fitting the regression lines (red lines) to the initial rise of the curves: 
YFP/CFP (%) = slope (%/min) × t (min), where the value of the line slope represents the rate change of the signal. 
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4.2.4 Vpliv neselektivnih in selektivnih agonistov receptorja GPR40 na spremembe v 
[laktat]i v podganjih astrocitih v kulturi  
GPCR na površini astrocitov preko aktivacije znotrajceličnih Ca2+ in cAMP-signalnih poti 
uravnavajo številne celične procese (Verkhratsky in Nedergaard, 2018), med drugim tudi 
razgradnjo glikogena, iz katerega v procesu aerobne glikolize nastaja laktat (Souza in sod., 
2019). Laktat se preko transporterjev MCT v membrani astrocitov lahko izloči v zunajceličnino 
in vstopi v nevrone, kjer služi kot pomemben vir energije, ali pa v zunajceličnini deluje kot 
signalna molekula (Belanger in sod., 2011; Mosienko in sod., 2015). V nalogi smo želeli 
preveriti vpliv neselektivnega endogenega (DHA) in selektivnega agonista (TAK875) 
receptorja GPR40 na spremembe v [laktat]i v podganjih astrocitih v kulturi.  
Astrocite, v katere smo z metodo lipofekcije vnesli FRET-nanosenzor Laconic (San Martin in 
sod., 2013), smo stimulirali z neselektivnim endogenim agonistom receptorja GPR40, DHA in 
selektivnim agonistom receptorja TAK875 ter posamezne celice opazovali pod fluorescenčnim 
mikroskopom v realnem času. Nanosenzor Laconic omogoča zaznavanje sprememb v [laktat]i 
v razponu med 1 µM do 10 mM. Vezava laktata na nanosenzor poveča razdaljo med 
fluorescenčnima proteinoma Venus in mTFP, kar izmerimo kot padec razmerja Venus/mTFP 
oz. padec signala FRET (San Martin in sod., 2013). Za informativnejši prikaz rezultatov smo 
obrnili razmerja posameznih signalov (mTFP/Venus), pri čemer porast v vrednosti tega 
razmerja ponazarja porast v [laktat]i. V analizi so uporabljeni podatki odzivnih in neodzivnih 
celic.  
Kot pozitivno kontrolo smo uporabili visoko koncentracijo laktata (20 mM), ki v astrocite 
prehaja skozi transporterje MCT (Barros, 2013) in povzroči dvig [laktat]i (Vardjan in sod., 
2018). Po 800 s snemanja smo astrocite stimulirali z 20 mM laktatom in na podlagi 
eksponentnega porasta v signalu CFP/YFP preverili delovanje nanosenzorja. Celic, ki se na 
laktat niso odzvale, nismo zajeli v analizo (rezultati niso prikazani). V analizi so uporabljeni 
podatki na DHA oz. na TAK875 odzivnih in neodzivnih celic.  
 
4.2.4.1 DHA zviša [laktat]i v podganjih astrocitih v kulturi 
Stimulacija astrocitov, ki so izražali FRET-nanosenzor Laconic z neselektivnim endogenim 
agonistom GPR40, 10 µM DHA, je povzročila eksponentni porast v signalu mTFP/Venus, kar 
kaže na porast v [laktat]i (Slika 18b). Do manjšega porasta v signalu mTFP/Venus je prišlo tudi 
v kontrolnih poskusih, po dodatku zunajcelične raztopine, v kateri smo raztapljali agonist (Slika 
18a), vendar je bil dvig v signalu mTFP/Venus izrazito manjši kot v primerjavi z astrociti, 
stimuliranimi z DHA. Povprečna maksimalna sprememba v signalu mTFP/Venus 
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(∆(mTFP/Venus)max) je po dodatku DHA znašala 6,81 ± 0,63 % in je bila statistično značilno 
različna od kontrole (P < 0,001; Slika 18c), kumulativna sprememba v signalu mTFP/Venus 
2,94 ± 0,33 ∆(mTFP/Venus) (P < 0,001; Slika 18d), povprečna maksimalna hitrost porasta v 
signalu mTFP/Venus (∆(TFP/Venus)/∆t) pa 4,47 ± 0,81 %/min (P < 0,001; Slika 18e in Priloga 
A-Preglednica 9), kar kaže na porast v [laktat]i v astrocitih po dodatku DHA.  
 
Slika 18: Stimulacija podganjih astrocitov v kulturi, ki izražajo nanosenzor za laktat Laconic, z 
neselektivnim endogenim agonistom za receptor GPR40, DHA, povzroči dolgotrajno zvišanje [laktat] i. (a, 
b) Reprezentativna (zgoraj) in povprečna (spodaj) časovna odvisnost normiranih sprememb v signalu mTFP/Venus 
FRET-nanosenzorja Laconic (mTFP/Venus) v astrocitih (a) po dodatku zunajcelične raztopine za raztapljanje DHA 
(kontrola) in (b) po dodatku 10 µM DHA v času 200 s (črna črta). Porast signala mTFP/Venus odraža porast v 
[laktat]i. Povprečne časovne odvisnosti normiranih sprememb v signalu mTFP/Venus so prikazane kot povprečje 
vseh meritev s pripadajočo s.n. (n = 12, kontrola in n = 23, DHA). (c-e) Povprečna maksimalna sprememba 
(∆(mTFP/Venus)max, c), povprečna kumulativna sprememba (d) in povprečna maksimalna hitrost porasta 
(∆(mTFP/Venus)/∆t, e) v signalu mTFP/Venus v astrocitih po dodatku zunajcelične raztopine za raztapljanje DHA 
(kontrola) in po dodatku 10 µM DHA (DHA). Povprečno maksimalno hitrost porasta v signalu mTFP/Venus smo 
določili tako, da smo eksperimentalnim podatkom porasta signala mTFP/Venus na najbolj strmem delu krivulje 
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prilegali linearno premico (rdeča črta) mTFP/Venus (%) = naklon (%/min) × t (min), pri čemer vrednost naklona 
premice predstavlja hitrost spremembe signala. Številke ob stolpcih ponazarjajo število vseh analiziranih celic v 
poskusu. ***P < 0,001 vs. kontrola (Mann-Whitney-jev U test).  
Figure 18: Stimulation of cultured rat astrocytes expressing FRET-nanosensor Laconic, with nonselective 
endogenous GPR40 receptor agonist DHA, leads to persistent increase in [lactate]i. (a, b) Representative 
(upper panel) and mean (lower pannel) time courses of normalized changes in mTFP/Venus of FRET-nanosensor 
Laconic (mTFP/Venus) in astrocytes (a) after the addition of extracellular solution in which DHA was dissolved 
(control) and  (b) after the addition of 10 µM DHA at time 200 s (black line). The increase in the mTFP/Venus 
signal depicts the increase in [lactate]i. Mean time courses of normalized changes in mTFP/Venus in right panels 
are shown as means ± SEM (n = 12, control and n = 23, DHA). (c-e) Mean maximal changes (∆(mTFP/Venus)max, 
c), mean cumulative changes (d) and mean maximal initial rise in the mTFP/Venus signal (∆(mTFP/Venus)/∆t, e) 
in astrocytes after the addition of extracellular solution in which DHA was dissolved (control) and after the addition 
of 10 µM DHA (DHA). The initial maximal rise of changes in the mTFP/Venus signal was determined by fitting 
the regression lines (red lines) to the initial rise of the curves: mTFP/Venus (%) = slope (%/min) × t (min), where 
the value of the line slope represents the rate change of the signal. The numbers by the bars represent the number 
of all cells analysed. ***P < 0.001 vs. control (Mann-Whitney U-test).  
 
4.2.4.2 Selektivni agonist receptorja prostih maščobnih kislin GPR40, TAK875, zviša [laktat]i 
v podganjih astrocitih v kulturi 
V nadaljevanju smo želeli preveriti še vpliv selektivnega agonista TAK875 na spremembe 
[laktat]i. Pokazano je bilo, da selektivni agonist GPR40 TAK875 povzroči ~16 % porast v 
[cAMP]i, ne vpliva pa na spremembe v [Ca
2+]i (Skubic, 2017). Astrocite, ki so izražali FRET-
nanosenzor Laconic, smo dražili z 10 µM raztopino TAK875, ki je povzročila porast v signalu 
mTFP/Venus (Slika 19b), kar kaže na porast v [laktat]i. Do porasta v signalu mTFP/Venus je 
prišlo tudi v kontrolnih poskusih, po dodatku zunajcelične raztopine, v kateri smo raztapljali 
agonist (Slika 19a), vendar je bil dvig v signalu mTFP/Venus izrazito manjši kot v primerjavi z 
astrociti, stimuliranimi s TAK875.  
Povprečna maksimalna sprememba v signalu mTFP/Venus (∆(mTFP/Venus)max) je po dodatku 
TAK875 znašala 5,18 ± 0,36 % in je bila značilno različna od kontrole (P < 0,001; Slika 19c), 
kumulativa sprememb v signalu mTFP/Venus 2,19 ± 0,17 (∆(mTFP/Venus), P < 0,001; Slika 
19d), povprečna maksimalna hitrost porasta v signalu mTFP/Venus (∆(TFP/Venus)/∆t) pa 3,07 
± 0,47 %/min (P < 0,001; Slika 19e in Priloga A-Preglednica 9), kar kaže na porast v [laktat]i 
po dodatku TAK875. 
Rezultati kažejo, da endogeni neselektivni agonist receptorja GPR40, DHA in selektivni agonist 
receptorja GPR40, TAK875 aktivirata aerobno glikolizo v astrocitih in tvorbo laktata. 
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Slika 19: Stimulacija podganjih astrocitov v kulturi, ki izražajo nanosenzor za laktat Laconic, s selektivnim 
sintetičnim agonistom receptorja GPR40, TAK875, povzroči dvig [laktat]i. (a, b) Reprezentativna (zgoraj) in 
povprečna (spodaj) časovna odvisnost normiranih sprememb v signalu mTFP/Venus FRET-nanosenzorja Laconic 
v astrocitih (a) po dodatku zunajcelične raztopine za raztapljanje TAK875 (kontrola) in (b) po stimulaciji celic z 
10 µM TAK875 v času 200 s (črna črta). Porast signala mTFP/Venus odraža porast v [laktat]i. Povprečne časovne 
odvisnosti normiranih sprememb v signalu mTFP/Venus so prikazane kot povprečje vseh meritev s pripadajočo 
s.n. (n = 15, kontrola in n = 22, TAK875). (c-e) Povprečna maksimalna sprememba (∆(mTFP/Venus)max, c), 
povprečna kumulativna sprememba (d) in povprečna maksimalna hitrost porasta (∆(mTFP/Venus)/∆t, e) v signalu 
mTFP/Venus v astrocitih ob dodatku zunajcelične raztopine za raztapljanje TAK875 (kontrola) in po stimulaciji 
celic z 10 µM TAK875 (TAK875). Povprečno maksimalno hitrost porasta v signalu mTFP/Venus smo določili 
tako, da smo eksperimentalnim podatkom porasta signala mTFP/Venus na najbolj strmem delu krivulje prilegali 
linearno premico mTFP/Venus (%) = naklon (%/min) × t (min)), pri čemer vrednost naklona premice predstavlja 
hitrost spremembe signala. Številke ob stolpcih ponazarjajo število vseh analiziranih celic v poskusu. *P** < 0,001 
vs. kontrola (Mann-Whitney-jev U test). 
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Figure 19: Stimulation of cultured rat astrocytes expressing FRET-nanosensor Laconic, with selective 
synthetic GPR40 receptor agonist TAK875, leads to persistent increase in [lactate]i. (a, b) Representative (left) 
and mean (right) time courses of normalized changes in mTFP/Venus of FRET-nanosensor Laconic (mTFP/Venus) 
in astrocytes (a) after the addition of extracellular solution in which TAK875 was dissolved (control) and (b) after 
the addition of 10 µM DHA at time 200 s (black line). The increase in the mTFP/Venus signal depicts the increase 
in [lactate]i. Mean time courses of normalized changes in mTFP/Venus in right panels are shown as means ± SEM 
(n = 15, Control and n = 22, TAK875). (c-e) Mean maximal changes (∆(mTFP/Venus)max, c), mean cumulative 
changes (d) and mean maximal initial rise in the mTFP/Venus signal (∆(mTFP/Venus)/∆t, e) in astrocytes after the 
addition of extracellular solution in which TAK875 was dissolved (control) and after the addition of 10 µM 
TAK875 (TAK875). The initial maximal rise of changes in the mTFP/Venus signal was determined by fitting the 
regression lines (red lines) to the initial rise of the curves: mTFP/Venus (%) = slope (%/min) × t (min), where the 
value of the line slope represents the rate change of the signal. The numbers by the bars represent the number of 
all cells analysed. ***P < 0.001 vs. control (Mann-Whitney U-test).  
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4.3 Ca2+-SIGNALNA POT SPROŽI AEROBNO GLIKOLIZO V PODGANJIH ASTROCITIH 
V KULTURI  
Prispevek Ca2+- in cAMP-signalne poti k uravnavanju aerobne glikolize in glikogenolize je v 
astrocitih slabo raziskan (Hertz in sod., 2015). Uravnavanje aerobne glikolize v astrocitih naj bi 
bilo primarno odvisno od cAMP-signalne poti (Sorg in Magistretti, 1991; Pellerin in sod., 1997), 
nekatere raziskave pa kažejo tudi na morebitno vpletenost Ca2+-signalne poti (Ververken in sod., 
1982). Želeli smo natančneje raziskati vlogo Ca2+- in cAMP-signalne poti pri uravnavanju 
aerobne glikolize v astrocitih. 
Proces glikolize in tvorba laktata v astrocitih je tesno povezana z noradrenergično aktivacijo AR 
(Hertz in sod., 2010). Pokazano je bilo, da NA v astrocitih zviša [glukoza]i in [laktat]i (Prebil in 
sod., 2011b; Vardjan in sod., 2018; Dienel, 2019a). NA z vezavo na α1-AR in β-AR aktivira 
znotrajcelično Ca2+- in cAMP-signalno pot, v kakšni meri le-ti prispevata k uravnavanju 
[glukoza]i in [laktat]i v astrocitih, pa je slabo raziskano.  
Sodelavci so pokazali, da stimulacija astrocitov s selektivnim agonistom α1-AR, PE značilno 
dvigne [glukoza]i. V nadaljevanju smo želeli raziskati, kako stimulacija astrocitov s selektivnim 
agonistom α1-AR, PE vpliva na aerobno glikolizo v astrocitih. Astrocite, ki so izražali laktatni 
FRET-nanosenzor Laconic, smo stimulirali s selektivnim agonistom α1-AR, PE (100 µM) in jih 
opazovali pod fluorescenčnim mikroskopom v realnem času. Stimulacija astrocitov s PE je 
povzročila eksponenten porast v signalu mTFP/Venus, kar kaže na dvig v [laktat]i in aktivacijo 
aerobne glikolize (Slika 20b). S PE-izzvana sprememba v [laktat]i je bila statistično značilno 
različna od kontrole (P < 0,05), kar smo ovrednotili na podlagi analize povprečne maksimalne 
spremembe v signalu mTFP/Venus (∆(mTFP/Venus)max; 2,16 ± 0,31 % [PE, n = 13] vs. 0,17 ± 
0,06 % [kontrola, n = 29]) in povprečne kumulativne spremembe (1,02 ± 0,13 [PE, n = 13] vs. 
0,13 ± 0,03 [kontrola, n = 29]).  
Preverili smo tudi vpliv pomanjkanja zunajcelične glukoze (zunajcelična raztopina brez dodane 
D-glukoze) na porast v [laktat]i po dodatku PE. Rezultati kažejo, da je porast v signalu 
mTFP/Venus, ki kaže na dvig v [laktat]i zmanjšan v astrocitih brez dodane glukoze v 
zunajceličnini (P = 0,007, Studentov t-test) in primerljiv s kontrolnim odzivom (Slika 20f, g). 
Prisotnost zunajcelične glukoze je torej ključna za s PE-posredovano aktivacijo aerobne 
glikolizo v astrocitih.  
Noradrenergična signalizacija v astrocitih sproži aktivacijo glikogenskega obvoda (Bak in sod., 
2018), zato smo želeli preveriti, kako inhibicija glikogenskega obvoda z DAB (inhibitor 
glikogen fosforilaze in sintaze) vpliva na aerobno glikolizo po aktivaciji s PE. Astrocite, ki so 
izražali laktatni FRET-nanosenzor Laconic smo predhodno inkubirali z DAB (300 µM, 1 h) in 
jih nato stimulirali s PE (100 µM) v prisotnosti DAB (Slika 20c). Povprečna maksimalna 
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amplituda v signalu mTFP/Venus FRET-nanosenzorja Laconic je bila v astrocitih obdelanih z 
DAB po stimulaciji s PE 1,5-krat manjša (P = 0,219) in povprečna kumulativna sprememba 2-
krat manjša (P < 0,05) v primerjavi s kontrolnimi neobdelanimi astrociti (Slika 20, d-e). 
Rezultati kažejo, da del glukoze, ki vstopa v proces s PE-posredovane aerobne glikolize, izvira 
iz glikogena.  
Sodelavci so pokazali, da prisotnost DAB značilno zniža s PE-posredovan porast v [glukoza]i. 
V nadaljevanju smo astrocite, ki so izražali glukozni FRET-nanosenzor FLII12Pglu-700 µδ6 
stimulirali s kombinacijo Iso (200 µM) in PE (100 µM), v prisotnosti in odsotnosti DAB (Slika 
21). S kombinacijo Iso in PE smo optimalno aktivirali obe cAMP- in Ca2+-signalni poti preko 
AR. Sodelavci so namreč pokazali, da aktivacija cAMP-signalne poti pomembno prispeva k s 
Ca2+-posredovani aktivaciji aerobne glikolize in tvorbi laktata. Vendar pa v naših poskusih v 
celicah obdelanih z DAB po stimulaciji s kombinacijo Iso in PE nismo opazili značilnega 
zmanjšanja v signalu EYFP/ECFP, ki ponazarja padec v [glukoza]i (Slika 21, b-c), kot je bil ta 
opažen v celicah, ki smo jih stimulirali samo s PE.  
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Slika 20: Inhibicija glikogenskega obvoda v podganjih astrocitih v kulturi, ki izražajo nanosenzor za 
laktat Laconic, zniža [laktat]i po stimulaciji z agonistom α1-AR. (a-c) Reprezentativna (zgoraj) in 
povprečna (spodaj) časovna odvisnost normiranih sprememb v signalu mTFP/Venus FRET-nanosenzorja 
Laconic (mTFP/Venus) po (a) dodatku zunajcelične raztopine (kontrola), (b) dodatku selektivnega agonista 
α1-AR, PE (100 µM) pri času 300 s (črne črte) in (c) dodatku 100 µM PE po predhodni 1 h stimulaciji celic z 
1,4-dideoksi-1,4-imino-D-arabinitolom (DAB, 300 µM, črna črta), inhibitorjem aktivnosti glikogen fosforilaze 
in sintaze oz. glikogenskega obvoda, v času 300 s (črne črte). Povprečne časovne odvisnosti signala 
mTFP/Venus so prikazane kot povprečje vseh meritev s pripadajočo s.n. (n = 29, kontrola; n = 13, PE; n = 14, 
PE (+DAB)). Porast v signalu mTFP/Venus odraža porast v [laktat]i. (d, e) Povprečna maksimalna sprememba 
v signalu mTFP/Venus (∆(mTFP/Venus)max, d) in povprečna kumulativna sprememba v signalu mTFP/Venus 
(e) v kontrolnih astrocitih (kontrola), v astrocitih po dodatku 100 µM PE (PE) in PE-stimuliranih astrocitih po 
predhodni 1 h aktivaciji celic s 300 µM inhibitorjem glikogenskega obvoda, DAB (PE (+DAB)). (f) Povprečna 
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časovna odvisnost normiranih sprememb v signalu mTFP/Venus FRET-nanosenzorja Laconic (mTFP/Venus) 
po dodatku 100 µM PE v prisotnosti 3 mM glukoze v zunajcelični raztopini (PE (3 mM glc), zgoraj) ali 
odsotnosti glukoze v zunajcelični raztopini (PE (0 mM glc), spodaj) pri času 300 s (črne črte). Povprečne 
časovne odvisnosti signala mTFP/Venus so prikazane kot povprečje vseh meritev s pripadajočo s.n. (n = 30, 
kontrola; n = 39, PE (3 mM glc) in n = 8 (PE (0 mM glc)). Porast v signalu mTFP/Venus odraža porast v 
[laktat]i. (g) Povprečna maksimalna sprememba v signalu mTFP/Venus (∆(mTFP/Venus)max, levo) in 
povprečna kumulativna sprememba v signalu mTFP/Venus (desno) v kontrolnih astrocitih (kontrola) in v 
astrocitih po dodatku 100 µM PE v prisotnosti 3 mM glukoze v zunajcelični raztopini (PE (3 mM glc)) ali 
odsotnosti glukoze v zunajcelični raztopini (PE (0 mM glc)). Številke ob stolpcih ponazarjajo število vseh 
analiziranih celic v poskusu. *P < 0,05 vs. kontrola in #P < 0,05 med skupinami (ANOVA, Dunn-ov test). 
Figure 20: Inhibition of glycogen shunt in cultured rat astrocytes expressing FRET-nanosensor Laconic, 
lowers [lactate]i upon stimulation with with α1-AR-agonists. (a-c) Representative (upper panel) and mean 
(lower panel) normalized time courses of the FRET-nanosensor Laconic mTFP/Venus ratio (mTFP/Venus) 
after the addition of (a) extracellular solution (control), (b) selective α1-AR agonist, 100 µM PE at time 300 s 
(black lines) and (c) 100 µM PE after 1 h preincubation with 1,4-dideoksi-1,4,imino-D-arabinitol (DAB, 300 
µM, black line), an inhibitor of glycogen phosphorylase and synthase activity, i.e., glycogen shunt activity, at 
time 300 s  (black lines). Mean time courses of mTFP/Venus ratio are presented as means ± SEM (n = 29, 
control; n = 13, PE; n = 14, PE (+DAB)). The increase in the mTFP/Venus signal depicts the increase in 
[lactate]i. (d, e) Mean maximal changes (∆(mTFP/Venus)max, d) and mean cumulative changes in 
themTFP/Venus signal (e) in control astrocytes (control), astrocytes after the addition of 100 µM PE (PE) and 
PE-stimulated cells preincubated with 300 µM inhibitor of glycogen shunt activity, DAB, 1 h prior to PE 
administration (PE (+DAB)). (f) Mean normalized time courses of FRET-nanosensor Laconic mTFP/Venus 
ratio (mTFP/Venus) after the addition of 100 µM PE in the presence of 3 mM glucose in extracellular solution 
(PE (3 mM glc), upper panel) or absence of the glucose in extracellular solution (PE (0 mM glc), lower panel) 
at time 300 s (black lines). Mean time courses of mTFP/Venus ratio are presented as means ± SEM (n = 30, 
control; n = 39, PE (3 mM glc); n = 8, PE (0 mM glc)). The increase in the mTFP/Venus signal depicts the 
increase in [lactate]i. (g) Mean maximal changes (∆(mTFP/Venus)max, left) and mean cumulative changes 
(right) in mTFP/Venus signal in control astrocytes (control) and in astrocytes after the addition of 100 µM PE 
(PE) in the presence of 3 mM extracellular glusoce (PE (3 mM glc)) or absence of extracellular gluocose (PE 
(0 mM glc)). The numbers by the bars represent the number of cells analysed. *P < 0.05 vs. control and #P < 
0.05 vs. all pairwise (ANOVA, Dunn’s test).  
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Slika 21: Inhibicija glikogenskega obvoda v podganjih astrocitih v kulturi, ki izražajo nanosenzor 
FLII12Pglu-700 µδ6, zviša [glukoza]i po dodatku kombinacije agonistov β-AR in α1-AR. (a-c) Reprezentativna 
(zgoraj) in povprečna (spodaj) časovna odvisnost normiranih sprememb v signalu EYFP/ECFP FRET-
nanosenzorja FLII12Pglu-700 µδ6 (EYFP/ECFP) po (a) dodatku zunajcelične raztopine (kontrola), (b) sočasnem 
dodatku selektivnih agonistov β-AR in α1-AR, Iso (200 µM) in PE (100 µM) v času 300 s (črne črte) in (c) sočasnem 
dodatku Iso+PE po predhodni 1 h stimulaciji celic z 1,4-dideoksi-1,4-imino-D-arabinitolom (DAB, 300 µM, črna 
črta), inhibitorja aktivnosti glikogen fosforilaze in sintaze oz. glikogenskega obvoda, v času 300 s (črne črte). 
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Povprečne časovne odvisnosti signala EYFP/ECFP so prikazane kot povprečje vseh meritev s pripadajočo s.n. (n 
= 6, kontrola; n = 16, Iso+PE; n = 15, Iso+PE (+DAB). Porast v signalu EYFP/ECFP odraža porast v [glukoza]i. 
(d, e) Povprečna maksimalna sprememba v signalu EYFP/ECFP (∆(EYFP/ECFP)max, d) in povprečna kumulativna 
sprememba v signalu EYFP/ECFP (e) v kontrolnih astrocitih (kontrola), v astrocitih po dodatku 200 µM Iso in 100 
µM PE (Iso+PE) in Iso+PE-stimuliranih astrocitih po predhodni 1 h aktivaciji celic s 300 µM inhibitorjem 
glikogenskega obvoda, DAB. Številke ob stolpcih ponazarjajo število vseh analiziranih celic v poskusu. *P < 0,05 
vs. kontrola (ANOVA, Dunn-ov test). 
Figure 21: Inhibition of glycogen shunt in cultured rat astrocytes expressing FRET-nanosensor FLII12Pglu-
700 µδ6, increases [glucose]i upon simultaneous stimulation with β-AR and α1-AR agonists. (a-c) 
Representative (upper panel) and mean (lower panel) normalized time courses of the FRET-nanosensor FLII12Pglu-
700 µδ6 EYFP/ECFP ratio (EYFP/ECFP) after the addition of (a) extracellular solution (control), (b) selective β-
AR and α1-AR agonists, 200 µM Iso and 100 µM PE, simultaneously (Iso+PE) at time 300 s (black lines) and (c) 
Iso+PE after 1 h preincubation with 1,4-dideoksi-1,4,imino-D-arabinitol (DAB, 300 µM, black line), an inhibitor 
of glycogen phosphorylase and synthase activity, i.e., glycogen shunt activity, at time 300 s (black lines). Mean 
time courses of EYFP/ECFP ratio are presented as means ± SEM (n = 6, control; n = 16, Iso+PE; n = 15, Iso+PE 
(+DAB)). The increase in the EYFP/ECFP signal depicts the increase in [glucose]i. (d, e) Mean maximal changes 
(∆(EYFP/ECFP)max, d) and mean cumulative changes in the EYFP/ECFP signal (e) in control astrocytes (control), 
astrocytes after the simultaneous addition of 200 µM Iso and 100 µM PE (Iso+PE) and Iso+PE-stimulated cells 
preincubated with 300 µM inhibitor of glycogen shunt activity, DAB, 1 h prior to Iso+PE administration. The 
numbers by the bars represent the number of cells analysed. *P < 0.05 vs. control (ANOVA, Dunn’s test).  
 
Želeli smo preveriti ali tudi ATP, ki v astrocitih preko aktivacije purinergičnih receptorjev 
povzroči dvig [Ca2+]i (Verkhratsky in sod., 1998; Pangrsic in sod., 2007), vpliva na aerobno 
glikolizo. Astrocite, ki so izražali FRET-nanosenzor Laconic smo stimulirali z ATP (100 µM) 
(Slika 22), kar je povzročilo porast v signalu mTFP/Venus, kar ponazarja porast v [laktat]i. 
Povprečna maksimalna sprememba v signalu mTFP/Venus (∆(mTFP/Venus)max) se je po 
dodatku ATP 4,5-krat povečala (P < 0,001) in je bila značilno različna od kontrole (P < 0,001; 
Slika 22c). Povečala se je tudi kumulativna sprememba v signalu mTFP/Venus, ki je bila v 
primerjavi s kontrolo statistično značilno 5-krat večja (P < 0,001; Slika 22d). Sodelavci so 
pokazali, da ATP povzroči tudi značilen porast v [glukoze]i. 
Naši rezultati kažejo, da Ca2+-signalna pot uravnava aerobno glikolizo v astrocitih.  
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Slika 22: Stimulacija podganjih astrocitov v kulturi, ki izražajo nanosenzor za laktat Laconic, z agonistom 
purinergičnih receptorjev/Ca2+-signalne poti, ATP, povzroči zvišanje [laktat]i. (a, b) Reprezentativna (zgoraj) 
in povprečna (spodaj) časovna odvisnost normiranih sprememb v signalu mTFP/Venus FRET-nanosenzorja 
Laconic (mTFP/Venus) v astrocitih (a) po dodatku zunajcelične raztopine (kontrola) in (b) po dodatku 100 µM 
ATP v času 300 s (črna črta). Porast signala mTFP/Venus odraža porast v [laktat] i. Povprečne časovne odvisnosti 
normiranih sprememb v signalu mTFP/Venus so prikazane kot povprečje vseh meritev s pripadajočo s.n. (n = 29, 
kontrola in n = 22, ATP). (c, d) Povprečna maksimalna sprememba (∆(mTFP/Venus)max, c) in povprečna 
kumulativna sprememba (d) v signalu mTFP/Venus v astrocitih po dodatku zunajcelične raztopine (kontrola) in po 
dodatku 100 µM ATP (ATP). Številke ob stolpcih ponazarjajo število vseh analiziranih celic v poskusu. ***P < 
0,001 vs. kontrola (Mann-Whitney-jev U test).  
Figure 22: Stimulation of cultured rat astrocytes expressing FRET-nanosensor Laconic, with purinergic 
receptor agonist/ Ca2+-signaling, ATP, leads to an increase in [lactate]i. (a, b) Representative (upper panel) and 
mean (lower pannel) time courses of normalized changes in mTFP/Venus of FRET-nanosensor Laconic 
(mTFP/Venus) in astrocytes (a) after the addition of extracellular solution (control) and (b) after the addition of 
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100 µM ATP at time 300 s (black line). The increase in the mTFP/Venus signal depicts the increase in [lactate]i. 
Mean time courses of normalized changes in mTFP/Venus in right panels are shown as means ± SEM (n = 29, 
control and n = 22, ATP). (c, d) Mean maximal changes (∆(mTFP/Venus)max, c) and mean cumulative changes (d) 
in astrocytes after the addition of extracellular solution (control) and after the addition of 100 µM ATP (ATP). The 
numbers by the bars represent the number of all cells analysed. ***P < 0.001 vs. control (Mann-Whitney U-test).  
 
4.4 ASTROCITI Z VKLJUČKI TDP-43 IZRAŽAJO ZMANJŠANO Z 
NORADRENALINOM-POSREDOVANO Ca2+- IN cAMP-SIGNALNO POT IN 
SPREMENJENO PRESNOVO  
TAR DNA-vezavni protein 43 (TDP-43) je RNA-vezavni protein iz 414 aminokislin, ki se 
izraža v vseh tkivih. V normalnih fizioloških stanjih se nahaja predvsem v jedru, le manjšo 
količino TDP-43 najdemo v citoplazmi (Chen-Plotkin in sod., 2010). Protein TDP-43 v celicah 
sodeluje pri procesiranju RNA; uravnavanju prepisovanja, izrezovanju intronov, transportu ter 
stabilizaciji informacijske RNA, biogenezi mikroRNA in interagira z DNA, zato lahko vpliva 
na spremembe v transkriptomu in proteomu (Stalekar in sod., 2015; Prpar Mihevc in sod., 2016; 
Taylor in sod., 2016).  
Pri določenih patoloških stanjih, kot sta amiotrofična lateralna skleroza (ALS) in 
frontotemporalna demenca (FTD), se protein TDP-43 začne kopičiti v citoplazmi celic v obliki 
vključkov (Scotter in sod., 2014; Buratti, 2018). Za ALS in FTD so značilni 25-kDa C-
terminalni fragmenti proteina TDP-43 (TDP-43208-414), ki se kopičijo v vključkih v motoričnih 
nevronih, lahko pa tudi v nevrogliji, in so citotoksični (Yamanaka in Komine, 2018). Vključki 
TDP-43 so lahko prisotni tudi v citoplazmi astrocitov, kar povzroči propad motoričnih nevronov 
(Tong in sod., 2013; Peters in sod., 2015). Kako vključki TDP-43 vplivajo na presnovo 
astrocitov, ni znano. 
Med nevrodegeneracijo, kot je ALS, se presnova v CŽS spremeni, kar lahko pomembno vpliva 
na razvoj bolezni (Vandoorne in sod., 2018). Predmet raziskave, katere izsledki so bili nedavno 
objavljeni (Velebit in sod., 2020), je bilo ugotoviti, kako znotrajcelični vključki TDP-43 v 
astrocitih vplivajo na adrenergično aktivacijo Ca2+- in cAMP-signalnih poti in na uravnavanje 
aerobne glikolize v astrocitih. V ta namen smo v astrocite najprej z metodo lipofekcije vnesli 
pDNA z zapisom za RFP-TDP-43wt (z RFP-označen divji tip proteina TDP-43), ki je v jedru 
celice in RFP-TDP-43208-414 (z RFP-označen C-terminalni fragment proteina TDP-43), ki tvori 
vključke v citoplazmi celic (Igaz in sod., 2009). Z uporabo konfokalne mikroskopije smo 
opazili, da se večina signala RFP v astrocitih, ki izražajo konstrukt RFP-TDP-43wt, nahaja v 
jedru (Slika 23a, zgoraj), medtem ko je signal RFP v astrocitih, ki izražajo konstrukt RFP-TDP-
43 v obliki agregatov prisoten v citoplazmi (Slika 23a, spodaj), kot je to značilno za patološke 
spremembe pri ALS ali FTD.   
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V nadaljevanju smo posamezne astrocite, ki so izražali RFP-TDP-43wt ali RFP-TDP-43208-414, 
označili s fluorescenčnim Ca2+-indikatorjem Fluo-4, AM. Pod konfokalnim mikroskopom smo 
merili spremembe v [Ca2+]i po dodatku 100 µM NA v realnem času. Dodatek NA je povzročil 
spremembo v intenziteti fluorescence Ca2+-indikatorja Fluo-4, AM (Slika 23b), kar kaže na 
spremembo v [Ca2+]i, najverjetneje preko aktivacije α1-AR (Horvat in sod., 2016). Povprečna 
maksimalna sprememba v intenziteti fluorescence Fluo-4, AM (∆F/F0), ki ponazarja 
spremembe v [Ca2+]i, je bila po dodatku NA značilno manjša v astrocitih, ki so izražali konstrukt 
RFP-TDP-43208-414 v primerjavi z astrociti, ki so izražali konstrukt RFP-TDP-43wt (3,24 ± 0,27 
∆F/F0 [RFP-TDP-43
wt, n = 55] vs. 2,65 ± 0,17 ∆F/F0 [RFP-TDP-
208-414, n = 162; P < 0,05]. Prav 
tako se je značilno zmanjšala povprečna kumulativna sprememba v astrocitih, ki so izražali 
konstrukt RFP-TDP-43208-414 v primerjavi z astrociti, ki so izražali konstrukt RFP-TDP-43wt 
(98,49 ± 15,16 ∆F/F0 [RFP-TDP-43
wt, n = 55] vs. 68,07 ± 7,22 ∆F/F0 [RFP-TDP-43
208-414, n = 
162; P < 0,05]) (Slika 23c, d).  
Rezultati kažejo, da je Ca2+-signalna pot po stimulaciji z NA v astrocitih z vključki TDP-43 
oslabljena. Sodelavci pa so pokazali, da je tudi cAMP-signala pot po stimulaciji z NA oslabljena 
in da izražanje RFP-TDP-43208-414 v astrocitih značilno zmanjša ekspresijo β2-AR v primerjavi 
z astrociti, ki izražajo RFP-TDP-43wt (P < 0,001), medtem ko na količno α1-AR in β1-AR ne 
vpliva (Velebit in sod., 2020).  
V nadaljevanju nas je zanimalo, ali izražanje RFP-TDP-43208-414 v astrocitih vpliva tudi na z NA 
uravnavano aerobno glikolizo in kakšno vlogo ima pri tem aktivacija cAMP-signalne poti, ki je 
posredovana preko β-AR. Celice, ki so izražale RFP-TDP-43wt oz. RFP-TDP-43208-414 smo 
stimulirali s selektivnim agonistom β-AR Iso (100 µM) (Slika 24). Stimulacija astrocitov, ki so 
izražali oba konstrukta z Iso, je povzročila podoben porast v signalu mTFP/Venus kot NA, kar 
kaže na porast v [laktat]i. Porast v signalu mTFP/Venus je po dodatku Iso nakazoval trend v 
zmanjšanju v astrocitih, ki so izražali RFP-TDP-43208-414 v primerjavi z astrociti, ki so izražali 
RFP-TDP-43wt. Povprečna maksimalna sprememba v signalu mTFP/Venus 
(∆(mTFP/Venus)max) je bila v astrocitih, ki so izražali RFP-TDP-43
208-414 v primerjavi z 
astrociti, ki so izražali RFP-TDP-43wt, po dodatku Iso 1,6-krat manjša (2,56 ± 0,54 % [RFP-
TDP-43wt, n = 16] vs. 1,64 ± 0,19 % [RFP-TDP-43208-414, n = 9]; P = 0,165), kumulativna 
sprememba v signalu mTFP/Venus 1,5-krat manjša (1,20 ± 0,30 [RFP-TDP-43wt, n = 16] vs. 
0,78 ± 0,09 [RFP-TDP-43208-414, n = 9]; P = 0,350) in povprečna maksimalna hitrost porasta v 
signalu mTFP/Venus 2-krat manjša (2,21 ± 1,23 %/min [RFP-TDP-43wt, n = 16] vs. 1,07 ± 
0,13 %/min [RFP-TDP-43208-414, n = 9]; P = 0,385) (Slika 24, c-e).  
Rezultati kažejo, da vključki TDP-43 v astrocitih na potek glikolize po aktivaciji β-AR ne 
vplivajo značilno, a se kaže trend proti zmanjšanemu porastu [laktat]i v astrocitih z vključki 
TDP-43 glede na kontrolne astrocite, ki so izražali TDP-43 divjega tipa.  
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Slika 23: Stimulacija podganjih astrocitov v kulturi, označenih s fluorescenčnim kalcijevim indikatorjem 
Fluo-4, AM, z NA povzroči manjši dvig v [Ca2+]i v astrocitih, ki izražajo RFP-TDP-43208-414, v primerjavi z 
astrociti, ki izražajo RFP-TDP-43wt. (a) Reprezentativne fluorescenčne slike astrocitov v kulturi, ki izražajo RFP-
TDP-43wt (zgoraj; vključki RFP-TDP-43 v jedru) in RFP-TDP-43208-414 (spodaj; vključki RFP-TDP-43 v 
citoplazmi), označenih s Ca2+-indikatorjem Fluo-4, AM pred (60 s) in po stimulaciji z NA (črna črta). Merilo: 
20 µm. (b) Povprečni časovni potek sprememb v intenziteti fluorescence kalcijevega indikatorja Fluo-4, AM 
(∆F/F0) v astrocitih, ki izražajo RFP-TDP-43wt (n = 55, črni krogi) in v astrocitih, ki izražajo RFP-TDP-43208-414 (n 
= 162, sivi krogi) po dodatku 100 µM NA. Celice smo stimulirali v času 100 s po začetku snemanja (črna črta). 
Spremembe v intenziteti fluorescence Fluo-4, AM ponazarjajo relativne spremembe v [Ca2+]i. Povprečna časovna 
poteka sprememb sta prikazana kot povprečje vseh meritev s pripadajočo s.n. (c, d) Povprečna maksimalna (c) in 
kumulativna sprememba (d) ∆F/F0 v astrocitih, ki izražajo RFP-TDP-43wt (črni stolpci) in v astrocitih, ki izražajo 
RFP-TDP-43208-414 po dodatku NA (prikazano kot povprečje ± s.n.). Številke ob stolpcih ponazarjajo število vseh 
analiziranih celic v poskusu. *P < 0,05 (Mann-Whitney-jev U test). 
Figure 23:  Stimulation of cultured rat astrocytes, preloaded with the fluorescent calcium indicator Fluo-4, 
AM, with NA leads to reduced [Ca2+]i increase in astrocytes expressing RFP-TDP-43208-414 compared with 
RFP-TDP-43wt-expressing astrocytes. (a) Representative fluorescence images of cultured RFP-TDP-43wt and 
 
Smolič T. Presnova in signaliziranje lipidov v podganjih astrocitih v kulturi. 
      Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2021 
99 
 
RFP-TDP-43208-414-expressing astrocytes loaded with Ca2+-indicator Fluo-4, AM before (60 s) and after the 
stimulation with NA (black line). (b) Mean fluorescence intensity changes in Fluo-4, AM (∆F/F0) in astrocytes 
expressing RFP-TDP-43wt (n = 55, black circles) and RFP-TDP-43208-414 (n = 162, gray circles) after the addition 
of 100 µM NA. Cells were stimulated at time 100 s (black line). Changes in the Fluo-4, AM fluorescence intensity 
reflect relative changes in [Ca2+]i. Mean fluorescence intensity changes are shown as mean of all measurements ± 
SEM. (c, d) Mean peak amplitude (c) and cumulative response (d) in ∆F/F0 upon the addition of NA for RFP-TDP-
43wt- and RFP-TDP-43208-414-expressing astrocytes (data are shown as means ± SEM). Numbers by the bars 
correspond to the number of all analysed cells in the experiment. *P < 0.05 (Mann-Whitney U-test). 
 
Slika 24: Stimulacija podganjih astrocitov v kulturi, ki izražajo nanosenzor Laconic, s selektivnim 
agonistom β-AR Iso povzroči manjši dvig v [laktat]i v astrocitih, ki izražajo RFP-TDP-43208-414, v primerjavi 
z astrociti, ki izražajo RFP-TDP-43wt. (a, b) Reprezentativna (zgoraj) in povprečna (spodaj) časovna odvisnost 
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normiranih sprememb v signalu mTFP/Venus FRET-nanosenzorja Laconic (mTFP/Venus) v astrocitih, ki sočasno 
izražajo RFP-TDP-43wt (n = 16, a) in astrocitih, ki sočasno izražajo RFP-TDP-43208-414 (n = 9, b) po dodatku 
100 µM selektivnega agonista β-AR, Iso v času 200 s (črna črta). Porast signala mTFP/Venus odraža porast v 
[laktat]i. Povprečni časovni odvisnosti normiranih sprememb v signalu mTFP/Venus sta prikazani kot povprečje 
vseh meritev s pripadajočo s.n. (c-e) Povprečna maksimalna sprememba (∆(mTFP/Venus)max, c), povprečna 
kumulativna sprememba (d) in povprečna maksimalna hitrost porasta (∆(mTFP/Venus)/∆t, e) v signalu 
mTFP/Venus v astrocitih, ki izražajo RFP-TDP-43wt (črni stolpci) in astrocitih, ki izražajo RFP-TDP-43208-414 (sivi 
stolpci), po dodatku Iso. Povprečno maksimalno hitrost porasta v signalu mTFP/Venus smo določili tako, da smo 
eksperimentalnim podatkom porasta signala mTFP/Venus na najbolj strmem delu krivulje prilegali linearno 
premico (rdeča črta) mTFP/Venus (%) = naklon (%/min) × t (min), pri čemer vrednost naklona premice predstavlja 
hitrost spremembe signala. Številke ob stolpcih ponazarjajo število vseh analiziranih celic v poskusu.   
Figure 24: Stimulation of cultured rat astrocytes expressing FRET-nanosensor Laconic, with selective β-AR 
agonist Iso, leads to reduced increase in [lactate]i in astrocytes expressing RFP-TDP-43208-414 compared to 
RFP-TDP-43wt. (a, b) Representative (upper panel) and mean (lower pannel) time courses of normalized changes 
in mTFP/Venus of FRET-nanosensor Laconic (mTFP/Venus) in astrocytes co-expressing RFP-TDP-43wt (n = 16, 
a) and RFP-TDP-43208-414 (n = 9, b) after the addition of 100 µM selective β-AR agonist, Iso, at time 200 s (black 
line). The increase in the mTFP/Venus signal depicts the increase in [lactate]i. Mean time courses of normalized 
changes in mTFP/Venus in right panels are shown as means ± SEM. (c-e) Mean maximal changes 
(∆(mTFP/Venus)max, c), mean cumulative changes (d) and mean maximal initial rise in the mTFP/Venus signal 
(∆(mTFP/Venus)/∆t, e) in astrocytes expressing RFP-TDP-43wt (black bars) and RFP-TDP-43208-414 (grey bars) 
after the addition of Iso. The initial maximal rise of changes in the mTFP/Venus signal was determined by fitting 
the regression lines (red lines) to the initial rise of the curves: mTFP/Venus (%) = slope (%/min) × t (min), where 
the value of the slope represents the rate change of the signal. The numbers by the bars represent the number of all 
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5.1 PRESNOVA LIPIDOV V ASTROCITIH 
Astrociti so specializirane celice nevroglije, ki so vključene v uravnavanje številnih fizioloških 
in tudi patoloških procesov v CŽS (Sofroniew in Vinters, 2010). Pomembno vlogo imajo v 
energijski presnovi CŽS, saj jim njihova idealna prostorska razporeditev (s svojimi izrastki so 
v tesnem stiku hkrati z žiljem in nevroni) omogoča privzem glukoze iz krvnega obtoka, ki jo 
lahko kot vir energije posredujejo nevronom ali pa jo skladiščijo v obliki glikogena (Belanger 
in sod., 2011; Falkowska in sod., 2015; Bak in sod., 2018). Ob povečani aktivnosti nevronov in 
aktivaciji GPCR na plazmalemi astrocitov glikogen presnavljajo do glukoze in nadalje v procesu 
aerobne glikolize do laktata, s katerim lahko oskrbujejo nevrone (hipoteza ANLS) ali pa laktat 
izločijo v zunajcelični prostor, kjer lahko deluje kot signalna molekula (Belanger in sod., 2011; 
Mosienko in sod., 2015; Verkhratsky in Nedergaard, 2018).  
Za razliko od presnove glukoze je vloga astrocitov v presnovi in signaliziranju lipidov, osrednji 
temi doktorske disertacije, zelo slabo raziskana. Raziskave kažejo, da lahko možgani kar 20 % 
energije pridobijo z oksidativno razgradnjo ketonskih telesc in β-oksidacijo prostih MK v 
mitohondrijih, ki naj bi potekala predvsem v astrocitih (Guzman in Blazquez, 2004; Panov in 
sod., 2014). Poleg tega možgani lahko kopičijo LK (Falchi in sod., 2013; Tavčar, 2018), celične 
organele, v katerih se shranjujejo nevtralni lipidi (trigliceridi in sterolni estri) (Walther in Farese, 
2012) in lahko služijo kot vir prostih MK in holesterola v stresnih razmerah (Cabodevilla in 
sod., 2013). Povečana količina LK je značilna za patologije CŽS, kot so nevrodegeneracija (Liu 
in sod., 2015), možganski tumorji (Remy in sod., 1997; Barba in sod., 1999; Zoula in sod., 
2003), Parkinsonova bolezen (Alza in sod., 2019) in bolezni motoričnih nevronov, kot so 
amiotrofna lateralna skleroza (Pennetta in Welte, 2018; Chaves-Filho in sod., 2019; Velebit in 
sod., 2020), multipla skleroza (Ponath in sod., 2017; Grajchen in sod., 2018; Kamermans in 
sod., 2019) in dedna spastična paraplegija (Papadopoulos in sod., 2015; Renvoise in sod., 2016; 
Fowler in sod., 2019). 
Nedavno je bilo pokazano, da nevroni med povečano aktivnostjo preko apolipoproteinov 
izločajo peroksidirane MK, ki jih nato privzemajo astrociti in shranjujejo v LK ter s tem 
preprečijo njihove škodljive učinke v celici (Ioannou in sod., 2019). Proste MK, ki nastanejo ob 
razgradnji LK, lahko astrociti uporabijo kot alternativni vir energije, ali jih izločijo iz celice, 
kjer lahko delujejo kot signalne molekule za receptorje prostih MK, kot je GPR40 oz. FFAR1. 
Vezava dolgoverižnih MK na receptor, med drugim DHA, lahko aktivira znotrajcelične signalne 
poti s sekundarnima prenašalcema Ca2+ in cAMP (Khan in He, 2017) in s tem morebiti vplivajo 
na presnovo glukoze in lipidov v astrocitih.  
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V doktorski nalogi smo pokazali, da so LK v astrocitih slabo gibljivi znotrajcelični organeli 
premera ~500 nm, ki so v bližini mitohondrijev in ER. Njihova gibljivost se ob dolgotrajnem 
stradanju in stimulaciji astrocitov z ATP še dodatno upočasni, kar najverjetneje prispeva k 
učinkovitejši interakciji LK z organeli (Benador in sod., 2018; Benador in sod., 2019). 
Presnovni stres (pomanjkanje oz. presežek hranil) in hipoksija ter noradrenergična signalizacija, 
ki ima v CŽS osrednjo vlogo pri odzivu na stres, sprožijo kopičenje LK v izoliranih kortikalnih 
astrocitih kot tudi v kortikalnih ter hipokampalnih astrocitih v možganskem tkivu.   
Pokazali smo tudi, da neselektivna endogena agonista receptorja GPR40, DHA in OA, 
povzročita porast v [Ca2+]i v astrocitih. DHA povzroči porast v [cAMP]i oz. aktivnosti od 
cAMP-odvisne PKA v astrocitih in aktivira aerobno glikolizo v astrocitih, kar se kaže kot porast 
[laktat]i. Glede na to, da je v prisotnosti sintetičnega antagonista GPR40 porast [cAMP]i po 
dodatku DHA 30 % manjši predvidevamo, da DHA aktivira z GPR40 sklopljen protein Gs in 
tvorbo cAMP. Pokazali smo tudi, da DHA in sintetični selektivni agonist GPR40 TAK875, 
povzročita porast v [laktat]i. Rezultati kažejo, da aktivacija receptorja GPR40 z MK preko Ca
2+- 
in/ali cAMP-signalne poti uravnava tvorbo laktata, ki med povečano aktivnostjo nevronov, za 
le-te predstavlja pomemben vir energije (Stobart in Anderson, 2013).  
 
5.1.1 Mobilnost LK v podganjih astrocitih je majhna in prostorsko omejena, v bližini 
mitohondrijev in endoplazemskega retikuluma 
LK so dinamični celični organeli, ki so prisotni v večini celičnih tipov in vpleteni v številne 
celične funkcije (Walther in Farese, 2012). Večletne raziskave so privedle do spoznanj, da so 
LK mobilni organeli, ki se v celici nahajajo v bližini drugih celičnih organelov in jim 
zagotavljajo substrate za tvorbo energije, sintezo membranskih komponent in zaščito pred 
oksidativnim stresom (Barbosa in Siniossoglou, 2017). Dinamika in mobilnost LK v astrocitih 
še ni bila raziskana, zato smo v nalogi preverili subcelično lokalizacijo LK in mobilnost LK ter 
s tem pripomogli k boljšemu razumevanju presnove LK ter karakterizaciji njihovega gibanja.  
V podganjih astrocitih v kulturi smo z metodo imunocitokemije oz. transfekcije in uporabe 
fluorescenčnih označevalcev označili različne celične organele in LK ter s pomočjo konfokalne 
mikroskopije med njimi ovrednotili odstotek kolokalizacije (prekrivanja) (Kreft in sod., 2004). 
Ugotovili smo, da ~30 % astrocitov v kontrolnih razmerah vsebuje LK premera ~500 nm, ki so 
v okolici jedra, v bližini mitohondrijev in ER (največ LK je bilo zgoščenih okoli jedra; Slika 2) 
(Smolic in sod.). Stik LK z drugimi celičnimi organeli je bil potrjen tudi v adipocitih (Novikoff 
in sod., 1980; Blanchette-Mackie in Scow, 1983; Brasaemle in Wolins, 2012; Freyre in sod., 
2019), v mišičnih vlaknih (Shaw in sod., 2008) in v različnih celičnih linijah (Herms in sod., 
2015; Rambold in sod., 2015).  
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Rezultati so pokazali visok odstotek (60 %) kolokalizacije z barvilom Nile Red-označenih LK 
s perilipinom-2, proteinom na fosfolipidnem monosloju LK, ki sodeluje pri tvorbi LK in 
uravnavanju lipolize (Xu in sod., 2019) in z barvilom BODIPY 493/503, ki označi nevtralne 
lipide in s tem LK (Daemen in sod., 2016) (Smolic in sod.). S tem smo potrdili, da so z Nile 
Red-označeni organeli LK. Glede na specifičnost označevalcev Nile Red in BODIPY 493/503 
za LK smo pričakovali popolno kolokalizacijo med barviloma. Šestdesetodstotna kolokalizacija 
je lahko posledica spektralnih lastnosti barvil, saj je barvilo Nile Red v primerjavi z barvilom 
BODIPY 493/503 občutljivo na spremembo polarnosti okolja. Nile Red je tudi metakromatsko 
barvilo s širšim emisijskim spektrom (vrh emisije pri ~636 nm) v primerjavi z ozkim emisijskim 
spektrom barvila BODIPY 493/503, ki se znotraj celice veže zgolj na nevtralne lipide (v jedro 
LK) (Greenspan in sod., 1985; Listenberger in Brown, 2007; Harris in sod., 2013; Daemen in 
sod., 2016), s čimer bi lahko pojasnili razliko v odstotku kolokalizacije (Slika 2).  
Relativno visoka stopnja kolokalizacije med LK in mitohondriji (~30 % kolokalizacija) kaže, 
da se LK nahajajo v bližini mitohondrijev. Povprečna razdalja med LK in mitohondriji (276 nm) 
je bila manjša od povprečnega premera LK (~500 nm) (Smolic in sod.), kar kaže na to, da so 
nekatere LK lahko tudi v neposrednem stiku z mitohondriji za neposreden prenos prostih MK 
iz LK v matriks mitohondrija, kjer se presnovijo v procesu β-oksidacije (Pu in sod., 2011; Gao 
in Goodman, 2015; Herms in sod., 2015; Rambold in sod., 2015). Relativno visok delež 
kolokalizacije med LK in ER (~40 %) kaže, da se LK v astrocitih nahajajo tudi v neposredni 
bližini ER (Smolic in sod.). Nekatere LK so najverjetneje tudi v tesnem stiku z ER, kjer poteka 
de novo biogeneza LK (Walther in Farese, 2012; Rambold in sod., 2015) (Slika 2). Pokazano je 
bilo, da se lahko v mitohondrijih tvorijo substrati za de novo lipogenezo maščobnih kislin (npr. 
malonil-CoA). Le-te se prenesejo v ER in uporabijo za sintezo TAG in biogenezo LK v dvosloju 
ER (Benador in sod., 2018; Benador in sod., 2019; Petan, 2020). Interakcija med LK in 
mitohondriji bi tako lahko bila tudi anabolne narave.  
Naši rezultati so pokazali nizek delež kolokalizacije (< 10 %) z mikromešički, ki so podobni 
sinaptičnim mešičkom (angl. »synaptic like microvesicles«, SLMV), ki imajo v membrani 
transporter vGLUT1 (prenašalec glutamata) oz. v svojem lumnu glijotransmiter D-serin (Slika 
2 in Slika 3). Prav tako nizek je bil delež kolokalizacije LK s peptidergičnimi mešički, ki 
vsebujejo ANP (Slika 2 in Slika 3). Delež kolokalizacije je bil nizek tudi med LK in lizosomi, 
ki imajo v membrani LAMP1, in kislimi predelki, označenimi z barvilom LysoTracker (Slika 2 
in Slika 3) (Smolic in sod.).  
Znotrajcelična mobilnost LK omogoča interakcije LK z različnimi celičnimi organeli in s tem 
izmenjavo lipidov za zagotavljanje energijskih zahtev celice (Walther in Farese, 2012). V nalogi 
smo pokazali, da je mobilnost LK v astrocitih glede na ostale organele majhna (Potokar in sod., 
2013). Kljub temu, da je bila hitrost gibanja LK ~60 nm/s, kar je primerljivo z mobilnostjo 
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poznih endolizosomov v astrocitih (58 nm/s) (Vardjan in sod., 2012; Potokar in sod., 2013), pa 
je bil povprečni MD za LK majhen (Slika 4). To nakazuje, da večina LK ni prepotovala daljše 
poti in se je gibala (oscilirala, (Targett-Adams in sod., 2003)) na zelo omejenem prostoru. 
Petindevetdeset % vseh LK se je gibalo znotraj 1 min-časovnega intervala neusmerjeno (MD < 
1  m) s hitrostjo ~60 nm/s (Slika 4 in Slika 5) (Smolic in sod.). Usmerjeno z MD > 1 m pa se 
je gibalo manj kot 5 % vseh LK, in sicer s hitrostjo ~110 nm/s. Te LK bi lahko znotraj celice 
potovale s pomočjo motornih proteinov (molekularnih motorjev) vzdolž citoskeletnih 
filamentov (npr. mikrotubulov ali aktinskih filamentov) (Welte, 2009; Herms in sod., 2015; 
Kilwein in Welte, 2019). Usmerjeno gibanje LK bi lahko pomembno vplivalo na vzpostavitev 
stika med LK in celičnimi organeli (npr. mitohondriji, ER, LK) za učinkovito izmenjavo lipidov 
(Kilwein in Welte, 2019). Poleg tega dolgotrajno stradanje in stimulacija astrocitov z ATP, ki 
povzroči dvig citosolne koncentracije Ca2+ (Bennett in sod., 2005; North in Verkhratsky, 2006), 
zmanjša mobilnost LK v astrocitih. Porast v znotrajceličnem Ca2+ bi lahko v astrocitih povzročil 
izločanje velikih mešičkov, ki vsebujejo LK, mitohondrije in ATP (Falchi in sod., 2013). Vendar 
v naši študiji nismo opazili, da bi se LK izločale iz astrocitov po draženju z ATP. Predvidevamo, 
da zmanjšana mobilnost LK ob dolgotrajnem stradanju in stimulaciji z ATP omogoči lažjo 
interakcijo LK z mitohondriji in ER in na ta način učinkovitejši transport lipidov med organeli 
v času dolgotrajnega stradanja in/ali stimulacije astrocitov (Ioannou in sod., 2019). To je 
skladno z raziskavo Rambold in sod. (2015), ki so pokazali, da so v stradanih mišjih zarodnih 
fibroblastih LK in mitohondriji v tesnem stiku, kar omogoča lažji prenos MK iz LK v 
mitohondrij, kjer vstopijo v proces β-oksidacije za tvorbo energije. Mobilnost LK je v astrocitih 
v kulturi uravnana in odvisna od zunanjih dražljajev.  
 
5.1.2 Astrociti kopičijo LK v odgovor na presnovni stres in hipoksijo 
Odziv ne-adipocitnih celic na zunajcelične stresne dejavnike se večinoma odraža v spremenjeni 
energijski presnovi celic (Henne in sod., 2018). Astrociti vzdržujejo homeostazo CŽS in 
zagotavljajo presnovno podporo nevronom (Belanger in sod., 2011). Iz krvnega obtoka 
privzemajo glukozo, ki jo lahko shranjujejo v obliki glikogena (Bak in sod., 2018) in proste 
MK, ki jih shranjujejo v LK (Barber in Raben, 2019). Kopičenje LK v astrocitih opazimo 
predvsem v patoloških stanjih CŽS (Barber in Raben, 2019). Za razliko od astrocitov nevroni 
energijskih substratov ne shranjujejo v obliki polimerov, zato navadno ne vsebujejo glikogena 
(Barros, 2013) in LK (Barber in Raben, 2019). V nasprotju s presnovo glikogena so mehanizmi 
nastanka in vloga LK v CŽS in astrocitih v veliki meri neraziskani. V ta namen smo astrocite v 
kulturi izpostavili različnim zunajceličnim stresnim dejavnikom (delnemu in popolnemu 
pomanjkanju hranil, presežku prostih MK, presežku laktata ter hipoksiji) in pod konfokalnim 
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mikroskopom opazovali njihov vpliv na kopičenje LK v izoliranih astrocitih in astrocitih v 
možganskem tkivu.  
Ugotovili smo, da se v astrocitih v kulturi in organotipskih možganskih kulturah po dolgotrajni 
izpostavitvi zunajceličnim stresnim dejavnikom poveča količina LK, kar se kaže kot povečana 
velikost in število LK.  
Pomanjkanje hranil (izpostavitev celic zunajcelični raztopini z 10 mM glukozo ali brez glukoze) 
je v astrocitih povzročilo 2-kratno povečanje tvorbe LK (Slika 6-9). Glede na odsotnost hranil 
v zunajceličnem prostoru lahko sklepamo, da astrociti v primeru stradanja pretvarjajo lastne 
strukturne komponente plazmaleme v energijsko bogate proste MK (Gubern in sod., 2009), ki 
jih vključijo v LK in jih kasneje uporabijo v procesu β-oksidacije kot alternativni vir energije 
(Cabodevilla in sod., 2013). Da bi preprečili citotoksični učinek sproščenih prostih MK v 
citosolu (Listenberger in sod., 2003), jih sprva zaestrijo v energijsko bogate TAG, ki jih shranijo 
v LK (Rambold in sod., 2015; Nguyen in sod., 2017; Farmer in sod., 2019; Nakajima in sod., 
2019), proces pa je odvisen od citosolnih fosfolipaz A2 (Gubern in sod., 2009). V nalogi smo 
pokazali, da inhibicija encimov DGAT 1 in 2, ključnih za končni korak sinteze TAG (Pol in 
sod., 2014), zmanjša tvorbo LK v astrocitih in povzroči ~40 % zmanjšanje števila astrocitov. 
Sklepamo lahko, da so LK v astrocitih pomembne za preživetje celic v stresnih razmerah, 
skladno z raziskavami Nguyen in sod. (2017) (Slika 8) (Smolic in sod.). Pokazano je bilo, da 
DGAT1 (rezidenčni protein na membrani ER) katalizira tvorbo TAG iz prostih MK, ki se 
sproščajo med avtofagno razgradnjo membran organelov. TAG se nato shranijo v LK, ki 
predstavljajo alternativni vir energije v razmerah stradanja (Nguyen in sod., 2017). V primeru 
možganskega tkiva (organotipskih rezin) so poleg endogenih strukturnih lipidov vir lipidov za 
biogenezo LK tudi lipidi, ki jih izločajo sosednje celice.  
V razmerah pomanjkanja hranil se lahko LK razgrajujejo v procesu lipolize s pomočjo 
citoplazemskih lipaz (Chaves in sod., 2011; Etschmaier in sod., 2011; Zechner in sod., 2017; 
Cohen, 2018) ali avtofagije. Pri slednjem avtofagosomalna membrana obda LK in se zlije z 
lizosomi, kjer kisle hidrolaze razgradijo vsebino avtofagosoma (Singh in sod., 2009; Ouimet in 
sod., 2011; Liu in Czaja, 2013; Zechner in sod., 2017). Iz LK se tako sprostijo proste MK in 
prenesejo v matriks mitohondrija, kjer se porabijo za tvorbo ATP v procesu β-oksidacije 
(Nguyen in sod., 2017). Štiriindvajseturno stradanje, s katerim smo želeli sprožiti proces 
avtofagije (Singh in sod., 2009; Ouimet in sod., 2011), v astrocitih ni povečalo vsebnosti 
avtofagosomalnega označevalca LC3 (Rambold in sod., 2015). Poleg tega v nasprotju z 
raziskavami na hepatocitih in makrofagih (Singh in sod., 2009; Ouimet in sod., 2011) naši 
rezultati niso pokazali kolokalizacije med LK in proteinom LC3, označevalcem avtofagosomov 
oz. LK in lizosomi (LAMP1 in LysoTracker) (Slika 2 in Slika 3). Naši rezultati se tako bolje 
skladajo z raziskavama Rambold in sod. (2015) in Ioannou in sod. (2019), kjer so pokazali, da 
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v astrocitih citosolne lipaze razgrajujejo LK, pri čemer se sproščajo proste MK za β-oksidacijo 
v mitohondrijih. Kljub temu pa se je ob stradanju odstotek kolokalizacije med LK in 
označevalcem LC3 v stradanih astrocitih, v primerjavi s kontrolnimi, povečal za 30 %, kar kaže 
na potencialno interakcijo nekaterih LK z avtofagosomi (Rambold in sod., 2015) (Slika 2 in 
Slika 3), vendar pa bo potrebno v prihodnje fiziološko vlogo te interakcije še raziskati. 
Avtofagija v astrocitih morda skrbi za dodajanje novih MK v notranjost LK in ne za razgradnjo 
samih LK (Rambold in sod., 2015). 
V razmerah hipoglikemije (pomanjkanja glukoze) lahko astrociti za alternativni vir energije 
presnavljajo MK ob razgradnji LK (Cabodevilla in sod., 2013). Glukozo, ki je morda še na voljo, 
pa prepustijo nevronom. Le-ti so preobčutljivi na ROS, ki nastajajo med β-oksidacijo MK 
(Schonfeld in Reiser, 2013; Panov in sod., 2014; Bruce in sod., 2017). Astrociti lahko v obdobjih 
pomanjkanja hranil v možganih energijo pridobijo tudi s presnovo ketonskih telesc, ki nastanejo 
ob presnovi prostih MK, katerih vir so LK. Ketonska telesca lahko astrociti izločijo v 
zunajceličnino, od koder se prenesejo v nevrone in uporabijo kot alternativni vir energije 
(Guzman in Blazquez, 2001, 2004).  
Rezultati so pokazali, da astrociti v kulturi po dolgotrajni izpostavitvi povečani količini prostih 
MK (OA in DHA), skladno z zmožnostjo kopičenja prostih MK (Kis in sod., 2015; Nakajima 
in sod., 2019), kopičijo LK (Slika 6 in Slika 7) (Smolic in sod.). OA in DHA sta dolgoverižni 
MK, ki lahko celično membrano prehajata po mehanizmu flip-flop (predvsem OA) (Kamp in 
sod., 2003) ali ob sodelovanju transportnih proteinov FATP (predvsem DHA) (Mitchell in 
Hatch, 2011; Moulle in sod., 2012; Lacombe in sod., 2018). Po vstopu v celico se s pomočjo 
encima acil-CoA sintetaze proste MK pretvorijo v acil-CoA. Acil-CoA lahko med drugim služi 
za sintezo TAG in sproži tvorbo LK, kot je bilo pokazano na hepatocitih (Fujimoto in sod., 
2006). Študije so pokazale, da transportni protein MK FATP7 pospeši privzem DHA v celice 
(Lacombe in sod., 2018). DHA se v citosolu lahko veže na proteine za vezavo MK, FABP. 
Pokazano je bilo, da FABP7 v mišjih astrocitih povzroča kopičenje LK in tako zaščiti celice 
pred škodljivimi učinki ROS za proste MK (Islam in sod., 2019). Poleg tega naj bi bil FABP7 
ključen za privzem in vezavo DHA znotraj celice pred vgraditvijo v LK (Mitchell in sod., 2011; 
Pelerin in sod., 2014; Lacombe in sod., 2018). Proste MK v visokih koncentracijah lahko 
delujejo lipotoksično, znotrajcelično namreč interagirajo s kompleksi dihalne verige v 
mitohondrijih tako, da upočasnijo prenos elektronov v dihalni verigi in s tem vplivajo na 
povečanje sinteze ROS (Schonfeld in Reiser, 2013). Na modelu vinske mušice je bilo pokazano, 
da ROS inducirajo tvorbo LK (skladiščenje odvečnih prostih MK v LK) v astrocitih preko 
aktivacije JNK-SREBP signaliziranja (Liu in sod., 2015), da se, najverjetneje, prepreči 
lipotoksičnost zaradi prekomerne količine prostih MK.  
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Proste MK se lahko v jedru vežejo tudi na receptorje, aktivirane s PPAR, ki vplivajo na 
uravnavanje presnove lipidov, predvsem lipogenezo (Hall in sod., 2008). DHA in OA sta tudi 
endogena agonista receptorjev za proste MK, GPR40 in GPR120, prisotna v CŽS (Briscoe in 
sod., 2003; Ma in sod., 2008; Oh in sod., 2010; Hara in sod., 2014) in z vezavo na receptorja 
aktivirata Ca2+- in/ali cAMP-signalno pot (Fujiwara in sod., 2005; Hirasawa in sod., 2005). 
Rohwedder in sod. (2014) so pokazali, da akutna stimulacija Huh-7 celic z OA, preko vezave 
na receptor GPR120, aktivira signalizacijo preko fosfatidilinozitol-4,5-bifosfat 3-kinaze, protein 
kinaze B in fosfolipaze D, kar inducira tvorbo LK v celicah. Kopičenje LK pa je povezano z 
vstopom OA v celice, kjer se vgrajujejo v TAG, ti pa v LK (Rohwedder in sod., 2014). 
Nasprotno pa aktivacija receptorja GPR40 z DHA (10 µM) v hepatocitih zmanjša količino LK 
in vpliva na zmanjšano izražanje s transkripcijskim faktorjem SREBP1-posredovane lipogeneze 
(On in sod., 2019). Glede na velik porast LK po dolgotrajni izpostavitvi astrocitov OA (300 
µM) sklepamo, da v celico vstopa predvsem preko mehanizma flip-flop (Kamp in sod., 2003), 
kjer se v izogib lipotoksičnosti, zaestri v TAG, ti pa se kopičijo v LK. DHA (100 µM) pa v 
astrocite najverjetneje vstopa s pomočjo FATP in se znotraj celice veže na FABP7, kar sproži 
tvorbo LK, da se preprečijo škodljivi učinki prostih MK v citosolu. Nekoliko manjša indukcija 
kopičenja LK s strani DHA v primerjavi z OA je lahko posledica uporabljene različne delovne 
koncentracije (300 µM OA vs. 100 µM DHA) in razlik v mehanizmu prehoda plazmaleme 
astrocita obeh MK (Kamp in sod., 2003; Mitchell in Hatch, 2011; Lacombe in sod., 2018). 
Razlika je lahko tudi posledica razlik v aktivaciji transkripcijskih faktorjev, ki uravnavajo 
izražanje proteinov, ki sodelujejo v procesu lipogeneze, kot je bilo pokazano na drugih celičnih 
tipih (Chen in sod., 2014a; Huang in sod., 2017; Lounis in sod., 2017).  
V patologijah CŽS, npr. ishemiji, poškodbi, različnih tumorjih, in pri nevrodegeneraciji, so 
značilna hipoglikemična in hipoksična stanja (Zoula in sod., 2003; Laurenti in sod., 2011; 
Kawabori in Yenari, 2015; Guo in sod., 2017; Petan in sod., 2018). V možganih se v teh stanjih 
prednostno aktivira anaerobna presnova glukoze, anaerobna glikoliza, pri čemer se tvori L-
laktat, ki se lahko izloči v zunajcelični prostor in povzroči razmere hiperlaktemije (Proia in sod., 
2016). Fiziološka koncentracija zunajceličnega laktata v možganih (~0,1 – 1,4 mM) lahko v 
različnih patoloških stanjih naraste na ≥ 10 mM, kar lahko vpliva na kopičenje LK.  
Naši rezultati so pokazali, da astrociti v kulturi po 24-urni izpostavitvi visoki (nefiziološki) 
zunajcelični koncentraciji laktata (20 mM) v razmerah normoksije in normoglikemije 4-krat 
zvečajo kopičenje LK, na račun povečevanja velikosti in števila LK (Slika 6 in Slika 7) (Smolic 
in sod.). Laktat iz zunajceličnega prostora vstopi v astrocite preko transporterjev MCT in 
kanalov za laktat (Sotelo-Hitschfeld in sod., 2015) in se uporabi kot substrat za de novo sintezo 
prostih MK, kot je bilo pokazano v oligodendrocitih (Sanchez-Abarca in sod., 2001) in 
nevronih. V nevronih se laktat sprva dekarboksilira v mitohondrijih. Nastali acetil-CoA pa se 
porabi za tvorbo prostih MK (Liu in sod., 2017; Ioannou in sod., 2019). Visoka koncentracija 
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prostih MK v citosolu ima lahko za celice škodljive učinke, zato MK vključijo v LK in se s tem 
zaščitijo pred njihovo lipotoksičnostjo (Bailey in sod., 2015; Liu in sod., 2015; Liu in sod., 2017; 
Ioannou in sod., 2019). Kopičenje LK po izpostavitvi laktatu (20 mM) je bilo nedavno pokazano 
tudi v astrocitih v organotipskih možganskih rezinah (Tavčar, 2018). Tu lahko laktat najprej 
vstopi v nevrone, kjer služi kot substrat za tvorbo MK, ki se preko apolipoproteinov prenesejo 
v astrocite in shranijo v LK. Med povečano aktivnostjo nevronov je laktat, ki se iz astrocitov 
prenese v nevrone (hipoteza ANLS), gonilna sila za sintezo MK v nevronih. Peroksidirane MK 
lahko škodijo nevronom, zato se prenesejo v astrocite, ki jih lahko uporabijo kot vir energije v 
procesu β-oksidacije. Astrociti vsebujejo molekularne mehanizme za nevtralizacijo ROS, ki 
nastajajo med oksidacijo v mitohondrijih in obenem povečajo ekspresijo genov za 
detoksifikacijo (Bailey in sod., 2015; Liu in sod., 2015; Liu in sod., 2017; Ioannou in sod., 
2019). Visoka koncentracija laktata v zunajceličnini lahko aktivira tudi laktatni receptor GPR81 
(polovična maksimalna efektivna koncentracija ≈ 5 mM (Liu in sod., 2009)) na plazmalemi 
možganskih celic, tudi astrocitih (Lauritzen in sod., 2014; Morland in sod., 2015). Podobno kot 
v adipocitih (Liu in sod., 2009; Ahmed in sod., 2010) lahko aktivacija receptorja GPR81 zniža 
[cAMP]i in inhibira aktivnost od cAMP-odvisnih lipolitičnih encimov (lipolizo) ter s tem 
povzroči kopičenje LK, kot opaženo v mišičnih vlaknih (Sun in sod., 2016).  
V nalogi smo pokazali, da hipoksija (1 % pO2) v normoglikemičnih razmerah, v astrocitih 
poveča kopičenje LK (~2-krat), na račun povečanja števila in velikosti LK (Slika 6, Slika 7 in 
Slika 9) (Smolic in sod.). Hipoksične razmere lahko vplivajo na povečano sintezo laktata v 
procesu glikolize, ki služi za sintezo MK, ki se v obliki TAG shranijo v LK. Hipoksija vpliva 
tudi na povečanje sinteze ROS (Islam in sod., 2019), ki lahko povzročijo peroksidacijo 
membranskih lipidov (tudi proteinov in nukleinskih kislin), predvsem polinenasičenih MK, v 
astrocitih in nevronih. Škodljivi učinki peroksidiranih lipidov se omejijo z vgrajevanjem le-teh 
v LK znotraj astrocitov (Bailey in sod., 2015). Skladno s tem je bilo pokazano, da astrociti v 
kulturi povečajo izražanje genov za nevtralizacijo ROS in genov za proteine, ki so udeleženi v 
transport prostih MK in njihovo presnovo. S tem se spodbuja tvorba LK in presnova MK v β-
oksidaciji (Ioannou in sod., 2019). FABP7 naj bi v astrocitih v kulturi, ki so bili dolgotrajno 
izpostavljeni sočasni hipoksiji in hipoglikemiji, ščitil pred škodljivimi učinki ROS s tvorbo LK 
(Islam in sod., 2019). Kronična izpostavitev astrocitov hipoksiji sproži tudi aktivacijo HIF-1 in 
-2 (angl. »hypoxia inducible factor«). Proteina HIF-1 in -2 se vežeta na transkripcijske faktorje 
in uravnavata izražanje genov za proteine udeležene v transport in presnovo lipidov. Slednje pa 
lahko povzroči kopičenje LK, kot je bilo opaženo na drugih celičnih tipih (Furuta in sod., 2008; 
Sekiya in sod., 2008; Krishnan in sod., 2009).   
Naši rezultati kažejo, da se astrociti s kopičenjem LK odzovejo na dolgotrajen presnovni stres 
in hipoksijo (Slika 12). LK astrocite najverjetneje ščitijo pred škodljivimi učinki prostih MK, ki 
nastajajo ob odzivu na stres. Hkrati pa MK, skladiščene v LK, astrocitom v stresnih razmerah 
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služijo kot alternativni energijski substrat. Kopičenje prostih MK v celicah nevroglije ščiti tudi 
ostale možganske celice, predvsem nevrone, pred lipotoksičnostjo prostih MK in pripomore k 
preživetju nevronov med patologijami CŽS. 
 
5.1.3 β- in α2-adrenergična aktivacija povzroči kopičenje LK v astrocitih  
V stresnih razmerah se ob aktivaciji jedra locus coeruleus iz varikozitet noradrenergičnih 
nevronov sprošča živčni prenašalec, nevromodulator, NA, ki se lahko veže na AR (α1-, α2-, β1-
3-AR) na plazmalemi astrocitov in v astrocitih povzroči spremembe v [Ca
2+]i in [cAMP]i. Preko 
Ca2+- in cAMP-signalne poti se v astrocitih uravnavajo številni procesi, med drugim tudi 
presnova glukoze (Belanger in sod., 2011; O'Donnell in sod., 2012; Dienel in Cruz, 2016), manj 
pa je znanega o vplivu na presnovo lipidov. V nalogi smo prvič pokazali (Slika 10), da 
dolgotrajna (24 h) izpostavitev astrocitov v kulturi NA povzroči kopičenje LK, pri čemer se 
povečata število in velikost LK (Slika 11). Pokazali smo, da je kopičenje LK v astrocitih 
posredovano preko aktivacije β- in α2-AR (cAMP-signalne poti), medtem ko aktivacija α1-AR 
in s tem Ca2+-signalna pot na kopičenje LK ni značilno vplivala. Naše ugotovitve so skladne z 
raziskavami na adipocitih, kjer α1-AR/Ca
2+-signalna pot ni vpletena v uravnavanje presnove 
lipidov (Duncan in sod., 2007), z aktivacijo α2-AR posredovano zmanjšanje tvorbe cAMP pa 
inhibira lipolizo in s tem spodbuja kopičenje LK (Chaves in sod., 2011). Aktivacija β-AR v 
celicah preko dviga [cAMP]i, povzroči aktivacijo od cAMP-odvisne PKA, ki fosforilira lipaze 
in s tem sproži razgradnjo LK, kot je bilo pokazano na adipocitih (Chaves in sod., 2011), 
hepatocitih (Schott in sod., 2017) in miocitih (Morales in sod., 2017). V našem primeru pa je 
dolgotrajna (24 h) aktivacija β-AR povzročila kopičenje LK. V astrocitih lahko aktivacija β-
AR/cAMP-signalne poti sproži presnovne (Dienel in Cruz, 2016) in transkripcijske odgovore 
(Pardo in sod., 2017). Spodbudi lahko glikogenolizo in aerobno glikozo ter s tem tvorbo laktata 
(Dienel in Cruz, 2016; Vardjan in sod., 2018), ki lahko služi za de novo sintezo MK, ki se 
shranijo v astrocitih v LK (Liu in sod., 2017). Aktivacija β-AR lahko sproži aktivacijo 
transkripcijskega faktorja CREB (angl. »cAMP-response element-binfing protein«), ki poveča 
ekspresijo nekaterih genov, udeleženih v presnovo lipidov selektivno v astrocitih (in ne 
nevronih) (Pardo in sod., 2017) in s tem kopičenje LK. NA preko kronične aktivacije β-AR in 
transkripcijskega faktorja CREB ter akutne aktivacije α2-AR, vpliva tudi na povečanje izražanja 
genov za sintezo glikogena (Hertz in sod., 2004). Kot kaže, je cAMP-signalna pot v astrocitih 
preko aktivacije β- in α2-AR, udeležena v mehanizem shranjevanja tako glukoze (v obliki 
glikogena, (Hertz in sod., 2007; Belanger in sod., 2011; Hutchinson in sod., 2011; Falkowska 
in sod., 2015; Dienel in Cruz, 2016)), kot tudi lipidov (v obliki LK) (Slika 12) (Smolic in sod.).  
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5.2 SIGNALIZIRANJE LIPIDOV V ASTROCITIH 
5.2.1 Astrociti izražajo receptor za srednje- in dolgoverižne proste maščobne kisline 
GPR40 
Kljub temu, da astrociti niso električno vzdražni, na svoji površini izražajo številne receptorje 
GPCR, preko katerih se citoplazemsko vzdražijo (Vardjan in Zorec, 2015; Horvat in sod., 2016) 
in s tem uravnavajo številne celične procese, med drugim celično presnovo (Kreft in sod., 2012; 
Vardjan in sod., 2014; Souza in sod., 2019). Med GPCR spadajo tudi receptorji za proste MK, 
kot so GPR40, GPR41, GPR42, GPR43, GPR84 in GPR120 (Briscoe in sod., 2003; Hara in 
sod., 2014; Offermanns, 2014; Falomir-Lockhart in sod., 2019), ki so v celicah sklopljeni s 
proteini G in s tem s cAMP- in/ali Ca2+-signalno potjo (Hara in sod., 2013; Falomir-Lockhart in 
sod., 2019). Nekateri od naštetih receptorjev so tudi v možganih (Briscoe in sod., 2003; Ma in 
sod., 2008; Dragano in sod., 2017; Falomir-Lockhart in sod., 2019), vendar pa je signaliziranje 
preko GPCR za proste MK v možganih in pa vloga različnih celičnih tipov pri signaliziranju, 
slabo raziskana (Khan in He, 2017; Falomir-Lockhart in sod., 2019).  
Receptorji za proste MK so udeleženi v presnovne procese, med drugim v izločanje presnovnih 
hormonov (inzulina in inkretinov), v proces diferenciacije adipocitov in aktivacijo protivnetnih 
odzivov in predstavljajo potencialno terapevtsko tarčo za zdravljenje presnovnih bolezni 
(debelost, sladkorna bolezen tipa 2, nealkoholna bolezen jeter itd.). GPCR za MK naj bi v CŽS 
sodelovali v procesu diferenciacije nevronov in sinaptični plastičnosti, zaznavanju bolečine in 
zmanjševanju depresiji-podobnih vedenj (Bruce in sod., 2017; Kimura in sod., 2020), poleg tega 
sodelujejo pri uravnavanju energijske presnove CŽS (Hara in sod., 2013; Dragano in sod., 
2017).  
V prvem delu doktorske disertacije smo pokazali, da so astrociti, ki so v CŽS med drugim 
udeleženi v uravnavanje presnovne homeostaze (Weber in Barros, 2015; Souza in sod., 2019), 
sposobni kopičenja prostih MK iz zunajceličnine v LK. Zunajcelične proste MK pa bi lahko kot 
signalne molekule prek GPCR za proste MK na površini astrocitov, aktivirale znotrajcelično 
cAMP- in/ali Ca2+-signalno pot ter vplivale na presnovo glukoze, ki je v astrocitih med drugim 
uravnana tudi preko cAMP in Ca2+. Vloga astrocitov v teh procesih še ni raziskana.   
V doktorskem delu smo želeli preveriti, ali zunajcelične proste MK preko GPCR za MK na 
površini astrocitov vplivajo na znotrajcelične signalne poti in celično presnovo, predvsem na 
aerobno glikolizo in tvorbo laktata v astrocitih, ki je v možganih pomembna signala molekula 
in predstavlja alternativni vir energije nevronom.  
Osredotočili smo se na receptor GPR40, ki ga aktivirajo srednjeverižne in dolgoverižne MK 
(Briscoe in sod., 2003), med drugim tudi DHA in OA z visoko afiniteto do receptorja (Briscoe 
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in sod., 2003). Prisotnost receptorja je bila z različnimi metodami (mRNA, RT-PCR, in situ 
hibridizacija, imunocitokemija) potrjena tudi v CŽS (Briscoe in sod., 2003; Ma in sod., 2008; 
Dragano in sod., 2017; Falomir-Lockhart in sod., 2019; Mao in sod., 2019). V nalogi smo zato 
najprej želeli preveriti, ali v našem in vitro modelu astrociti izražajo GPR40. S fluorescenčno 
označenimi protitelesi proti GPR40 smo imunocitokemijsko potrdili prisotnost receptorja v 
GFAP-označenih astrocitih v kulturi (Slika 13). V nadaljevanju smo za študij signalizacije preko 
GPR40 v astrocitih uporabili DHA in OA kot endogena neselektivna agonista receptorja 
GPR40, sintetični selektivni agonist GPR40 TAK875 in sintetični selektivni antagonist GPR40 
GW1100. 
  
5.2.2 Endogena agonista receptorja GPR40, DHA in OA, povzročita porast v 
znotrajcelični koncentraciji Ca2+ in cAMP ter povečata aktivnost od cAMP-odvisne PKA  
Stimulacija podganjih astrocitov v kulturi, ki so bili označeni s Ca2+ indikatorjem Fluo-4, AM 
z endogenima agonistoma receptorja GPR40, DHA in OA (10 µM), je povzročila prehoden 
porast v [Ca2+]i (Slika 14 in Slika 15). Stimulacija podganjih astrocitov v kulturi, ki so izražali 
FRET-nanosenzor za cAMP Epac1-camps oz. FRET-nanosenzor AKAR2, s katerim smo 
posredno preko aktivnosti od cAMP-odvisne PKA z endogenim agonistom GPR40 DHA (10 
µM), je povzročila dolgotrajen porast v [cAMP]i oz. dolgotrajno aktivacijo od cAMP-odvisne 
PKA (Slika 16 in Slika 17).  
DHA je sprožila porast v [Ca2+]i v ~14 s po dodatku DHA, OA pa je sprožila porast v [Ca
2+]i v 
~13 s po dodatku OA. Porasta sta najverjetneje posledica aktivacije proteinov Gq in IP3-signalne 
poti (Agulhon in sod., 2008; Vardjan in Zorec, 2015), skladno z raziskavami na drugih tipih 
celic in celičnih linijah (Bonin in Khan, 2000; Yonezawa in sod., 2004; Hardy in sod., 2005; 
Carrillo in sod., 2012; Williams-Bey in sod., 2014). Podobno kot DHA in OA, tudi NA preko 
aktivacije α1-AR/proteina Gq, povzroči prehoden porast v [Ca
2+]i v ~10 s po dodatku (Horvat in 
sod., 2016). Naši rezultati se skladajo z mehanizmi aktivacije receptorja GPR40 na β-celicah 
trebušne slinavke, kjer aktivacija receptorja GPR40 sproži vezavo Gq-proteina na fosfolipazo C 
(PLC) na membrani, ki hidrolizira PIP2 (fosfatidilinozitol 4,5-bifosfat) v dve molekuli 
sekundarnih prenašalcev, IP3 (inozitol 1,4,5-trifosfat) in DAG (diacilglicerol). IP3 z vezavo na 
inozitol-3-fosfatne receptorje (receptor za IP3) povzročijo odprtje Ca
2+-kanalov in prehod Ca2+ 
ionov v citoplazmo. DAG pa aktivira protein kinazo C, ki v celici fosforilira številne proteine 
in sproži specifične celične odgovore (Khan in He, 2017). Posledica aktivacije GPR40 v β-
celicah je sekrecija inzulina in privzemanje glukoze v celice (Itoh in sod., 2003; Khan in He, 
2017).  
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OA je v primerjavi z DHA v astrocitih povzročila 1,7-krat večji porast v [Ca2+]i, ki se je bazalni 
ravni približal ~100 s hitreje v primerjavi z DHA, skladno z rezultati Yonezawa in sod. (2004). 
Tako DHA kot tudi OA lahko poleg receptorja GPR40 aktivirata tudi receptor GPR120, ki ga 
aktivirajo dolgoverižne MK (Briscoe in sod., 2003; Hara in sod., 2013; Kim in sod., 2015). Za 
receptor GPR120 je bilo pokazano, da je sklopljen s proteinom Gq/Ca
2+-signalno potjo 
(Hirasawa in sod., 2005; Hara in sod., 2014). Aktivacija receptorja GPR120 sproži vezavo 
proteina Gq na PLC, ki hidrolizira PIP2 v dve molekuli sekundarnih prenašalcev, IP3 in DAG. 
IP3 z vezavo na receptorje za IP3 povzročijo odprtje Ca
2+-kanalov in prehod Ca2+ ionov v 
citoplazmo. DAG pa aktivira protein kinazo C, ki v celici aktivira različne kinaze (npr. ERK1/2). 
Poleg tega v adipocitih aktivacija receptorja GPR120 sproži vezavo proteina Gq na fosfoinozitid 
3-kinazo, ki poveča privzem glukoze v celico (Oh in sod., 2010). Raziskave so pokazale, da 
lahko sočasna aktivacija receptorjev GPR40 in GPR120 privede do sinergističnega ali celo 
aditivnega učinka uravnavanja izločanja inzulina iz β-celic trebušne slinavke (Suckow in sod., 
2014; Satapati in sod., 2017; Croze in sod., 2020). Poleg tega ima receptor GPR120 višjo 
afiniteto za vezavo endogenih ligandov z 18 C atomi v verigi glede na GPR40 (npr. α-linolenska 
kislina, linolenska kislina, OA) (Ichimura in sod., 2014; Kimura in sod., 2020), s čimer bi lahko 
razložili večji dvig v [Ca2+]i po dodatku OA v primerjavi z DHA, vendar bi bilo v prihodnje 
treba to še nadalje raziskati.   
Nasprotno z našimi rezultati dviga [Ca2+]i po stimulaciji z DHA oz. OA, so rezultati na kulturi 
podganjih astrocitov (Sergeeva in sod., 2005) in celicah človeškega kolorektalnega 
adenokarcinoma (Begum in sod., 2012; Carrillo in sod., 2012) pokazali, da DHA oz. OA zavreta 
Ca2+ oscilacije ob draženju z ATP ali trombinom in inhibirata vstop Ca2+ v celico preko SOCE 
(Sergeeva in sod., 2005; Carrillo in sod., 2012) ter zmanjšata amplitudo Ca2+ odziva po 
stimulaciji z agonisti GPCR (Sergeeva in sod., 2005). Begum in sod. (2012) so v študiji pokazali, 
da DHA (10 µM) v mišjih astrocitih inhibira aktivacijo purinergičnih receptorjev, torej nadaljnjo 
aktivacijo PLC in tvorbo IP3, ki povzroči sproščanje Ca
2+ iz ER v astrocitih (James in Butt, 
2002; Begum in sod., 2012). Ugotovili so, da DHA inhibira preko receptorja IP3 induciran porast 
v [Ca2+]i, ne vpliva pa na SOCE (Begum in sod., 2012).  
Za razliko od prehodnega porasta [Ca2+]i po dodatku DHA in OA, pa je bil porast [cAMP]i po 
dodatku DHA eksponenten in v primerjavi s [Ca2+]i počasnejši, saj je dosegel maksimalen odziv 
(plato) šele 400 s po začetku snemanja. Tudi NA preko aktivacije β-AR/proteina Gs povzroči 
dolgotrajen eksponenten porast v [cAMP]i, ki doseže plato po ~50 s (Vardjan in sod., 2014; 
Horvat in sod., 2016). Nedavne raziskave so pokazale, da je receptor GPR40 lahko sklopljen 
tudi s proteini Gs in cAMP-signalno potjo (Hauge in sod., 2015), kar je v skladu z našimi 
rezultati. Pokazano je bilo, da tudi neselektivna agonista GPR40, OA, in pa selektivni agonist 
GPR40, TAK875, sprožita dolgotrajen porast v [cAMP]i v astrocitih (Skubic, 2017) in skeletnih 
mišicah (Lim in sod., 2013), s podobno kinetiko porasta kot DHA. Poleg tega smo pokazali, da 
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v astrocitih, ki so izražali cAMP/PKA FRET-nanosenzor AKAR2, stimulacija z DHA povzroči 
eksponentno povečanje aktivnosti od cAMP-odvisne PKA (Slika 17). Na podlagi rezultatov 
lahko zaključimo, da DHA v astrocitih aktivira cAMP-signalno pot in od cAMP-odvisno PKA. 
Glede na študije na drugih celičnih tipih (Feng in sod., 2006; Hauge in sod., 2015; Zhu in sod., 
2015), DHA najverjetne aktivira GPCR na površini astrocitov (npr. GPR40), ki je sklopljen z 
Gs proteinom in AC.  
Mehanizmi delovanja DHA in OA na aktivacijo GPCR v splošnem niso dobro raziskani in se 
lahko med celičnimi tipi razlikujejo. To bi bilo v prihodnje treba podrobneje raziskati, npr. z 
uporabo celic z izbitim genom za receptor GPR40 ali/in GPR120 in specifičnimi agonisti 
receptorjev ter selektivnimi inhibitorji signalnih poti.  
V nadaljevanju smo preverili specifičnost odziva DHA preko receptorja GPR40. Astrocite smo 
izpostavili selektivnemu antagonistu receptorja GPR40, GW1100 (Zhao in sod., 2011; 
Nakamoto in sod., 2013) in po dodatku DHA opazovali spremembe v [cAMP]i (Slika 16). 
Rezultati so pokazali trend k zmanjšanemu odzivu DHA v prisotnosti antagonista GW1100 (30 
% (1,4-kratno) zmanjšanje amplitude, P = 0,082), kar nakazuje, da DHA sproži spremembo v 
[cAMP]i v astrocitih vsaj delno prek aktivacije GPR40.  
Poleg receptorja GPR40, pa DHA lahko aktivira tudi receptor za proste MK GPR120 (FFAR4) 
(Hirasawa in sod., 2005). GPR120 se izraža v adipocitih, okušalnih brstičih in makrofagih, kjer 
sodeluje pri signalizaciji inzulina, zaznavanju okusa in protivnetnih funkcijah. Izražanje 
GPR210 je bilo potrjeno tudi v možganih (hipokampus, možganska skorja, hipotalamus, mali 
možgani, hipofiza), in sicer v celicah nevroglije in nevronih (Oh in Walenta, 2014; Falomir-
Lockhart in sod., 2019; Mao in sod., 2019). Pokazana je bila sklopitev receptorja GPR120 s 
proteinom Gq/Ca
2+-signalno potjo (Hara in sod., 2014) in proteinom Gi (Engelstoft in sod., 2013; 
Stone in sod., 2014; Hauge in sod., 2015), ki inhibira AC in zmanjša raven cAMP v želodčnih 
celicah, ki izločajo grelin, in v delta celicah trebušne slinavke (Stone in sod., 2014; Milligan in 
sod., 2015). Sundstrom in sod. (2017) pa so na celicah CHO in z uporabo selektivnih agonistov 
za receptor GPR120 pokazali, da aktivacija GPR120 v teh celicah povzroči dvig v [cAMP]i. 
Katere signalne poti aktivira GPR120 v astrocitih in ali aktivacija GPR120 prispeva k z DHA-
posredovanem porastu v [Ca2+]i in [cAMP]i v astrocitih, bo potrebno v prihodnje še raziskati. 
cAMP lahko v celici aktivira CREB (angl. »cAMP response element-binding protein), 
transkripcijski faktor, ki se v jedru veže na CRE (angl. »cAMP response element) in vpliva na 
uravnavanje številnih genov, med drugim tudi encimov vpletenih v presnovo lipidov (Pardo in 
sod., 2017). Aktivacija receptorja GPR40 preko dviga [Ca2+]i in [cAMP]i bi tako lahko vplivala 
na omenjene procese v astrocitih.  
Naši rezultati kažejo, da se astrociti po dodatku DHA in OA citoplazemsko vzdražijo, aktivirajo 
se znotrajcelične signalne poti preko Ca2+ in cAMP, ki lahko vplivajo na celične procese v 
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astrocitih. Povečanje [Ca2+]i je hitrejše kot povečanje [cAMP]i, skladno s Horvat in sod. (2016), 
kjer so pokazali, da aktivacija adrenergičnih receptorjev (GPCR) v astrocitih povzroči hiter in 
fazičen odgovor Ca2+ in počasnejši, tonični cAMP/PKA-odgovor. Ca2+-signalna pot v astrocitih 
uravnava sproščanje signalnih molekul, aktivnost proteinov, prepisovanje genov in tudi 
presnovo (O'Donnell in sod., 2012), medtem ko astrociti preko znotrajcelične cAMP-signalne 
poti uravnavajo morfološko plastičnost, vodno homeostazo, presnovo (vnos glukoze v celico, 
glikogenolizo, aerobno glikolizo) (Vardjan in sod., 2014; Zhou in sod., 2019) in izražanje genov. 
 
5.2.3 Agonista receptorja GPR40 zvišata nastanek [laktat]i v astrocitih 
Glede na ugotovitve, da DHA, ki je endogeni agonist receptorja GPR40, povzroči dvig [Ca2+]i 
in [cAMP]i (Slika 14, Slika 16 in Slika 17), bi lahko aktivacija receptorja GPR40 vplivala na 
presnovo glukoze in posledično tudi na [laktat]i v astrocitih, tako kot aktivacija astrocitov z NA. 
NA prav tako sočasno aktivira obe signalni poti preko AR in s tem aktivira privzem glukoze, 
glikogenolizo, razgradnjo laktata, in pa aerobno glikolizo in tvorbo laktata (Prebil in sod., 
2011b; Kreft in sod., 2012; O'Donnell in sod., 2012; Vardjan in sod., 2014; Dienel in Cruz, 
2016; Horvat in sod., 2016).  
Podganje astrocite v kulturi, v katere smo predhodno vnesli FRET-nanosenzor Laconic (Barros, 
2013; San Martin in sod., 2013), s katerim smo spremljali spremembe v [laktat]i, smo po 
izpostavitvi endogenemu neselektivnemu agonistu GPR40 (DHA) in sintetičnemu selektivnemu 
agonistu GPR40 (TAK875) opazovali pod konfokalnim mikroskopom v realnem času. Rezultati 
so pokazali, da tako endogeni agonist DHA, kot sintetični agonist TAK875 receptorja GPR40 
povzročita dolgotrajen porast v [laktat]i, ki se sčasoma ustali. Amplituda porasta v [laktat]i je 
bila po stimulaciji z DHA 1,3-krat (24 %; P = 0,039) večja kot po stimulaciji s TAK875. Razlika 
v porastu v [laktat]i med obema agonistoma GPR40 je lahko posledica strukturnih in vezavnih 
lastnosti agonistov do receptorja GPR40 (Milligan in sod., 2017). Skubic (2017) je v svoji 
raziskavi pokazal, da tudi OA, ki je endogeni neselektivni agonist receptorja GPR40 in 
TAK875, v astrocitih v kulturi zvišata [laktat]i, le da je porast pri OA prehoden. Po določenem 
času namreč začne [laktat]i padati proti bazalni ravni.  
Na podlagi dobljenih rezultatov sklepamo, da tako DHA kot TAK875, povzročita dvig v 
[laktat]i, najverjetneje preko aktivacije receptorjev GPR40, ki preko proteinov Gq in Gs, vplivata 
na dvig [Ca2+]i in [cAMP]i. Pokazali smo (Horvat in sod., 2021), da v astrocitih aktivacija α1-
AR (z agonistom PE) in purinergičnih receptorjev (z agonistom ATP), ki povzroči dvig v 
[Ca2+]i, povzroči porast v [glukoza]i in v [laktat]i, kar kaže na pomembno vlogo Ca
2+ v privzemu 
glukoze in uravnavanju aerobne glikolize. Lee in sod. (2018) pa so pokazali, da srednjeverižne 
MK (npr. dekanojska kislina) v astrocitih preko proteina Gs in cAMP-signalne poti sprožijo 
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glikolitično nastajanje laktata in njegovo sproščanje v zunajcelični prostor (Thevenet in sod., 
2016). Laktat lahko po poti ANLS vstopi v nevrone, kjer se porablja kot alternativni vir energije 
in se oksidativno razgradi v mitohondrijih (Belanger in sod., 2011).  
DHA lahko poleg GPR40 aktivira tudi receptor za proste MK GPR120 (FFAR4) (Hirasawa in 
sod., 2005), ki je sklopljen s proteinom Gq /Ca
2+-signalno potjo (Hara in sod., 2014). Pokazano 
je bilo, da aktivacija GPR120 preko porasta v [Ca2+]i v adipocitih povzroči translokacijo 
transporterjev za glukozo GLUT4 na plazmalemo in s tem omogoči povečan transport glukoze 
v celico (Oh in sod., 2010), tudi na miocitih (Kim in sod., 2015). Glukoza, ki bi jo preko 
aktivacije GPR120 privzeli astrociti, bi se lahko vgradila v glikogen (Belanger in sod., 2011; 
Obel in sod., 2012; Bak in sod., 2018). Ob povišani energijski potrebi nevronov bi se glikogen 
v astrocitih začel razgrajevati in sproščena glukoza bi se v procesu aerobne glikolize presnovila 
v laktat (Falkowska in sod., 2015), kar je v prihodnosti potrebno še raziskati. 
Glede na to, da nedavne študije kažejo, da se ob aktivaciji ANLS sproži de novo sinteza MK v 
nevronih (Liu in sod., 2017; Ioannou in sod., 2019) je možno, da MK, ki se izločajo iz nevronov, 
ne le vstopajo v astrocite in se tam skladiščijo v LK ter porabljajo kot vir energije v -oksidaciji 
MK, ampak v zunajceličnini delujejo tudi kot signalne molekule. MK bi lahko signalizirale 
astrocitom prek GPCR za MK na površini astrocitov in aktivirale aerobno glikolizo. S tem MK 
kot signalne molekule morda sodelujejo pri uravnavanju ANLS, kar bi bilo v prihodnje potrebno 
še raziskati. 
 
5.3 Ca2+ KOT SPROŽILEC AEROBNE GLIKOLIZE V ASTROCITIH 
Astrociti preko receptorjev na svoji površini, ki v celici aktivirajo Ca2+- in/ali cAMP- 
citoplazemsko vzdražnost, uravnavajo presnovo glukoze, med drugim privzem glukoze iz žilja, 
glikogenolizo in aerobno glikolizo. Pri tem nastaja laktat, ki ga lahko izločijo in posredujejo 
nevronom kot vir energije (Hertz in sod., 2015; Bak in sod., 2018; Verkhratsky in Nedergaard, 
2018). V raziskavi smo z uporabo fluorescenčne mikroskopije in genetsko kodirajočih FRET-
nanosenzorjev za merjenje [glukoza]i in [laktat]i poskušali ovrednotiti prispevek Ca
2+- in/ali 
cAMP-signalne poti pri mobilizaciji proste glukoze in aerobne glikolize v astrocitih. 
Uravnavanje aerobne glikolize v astrocitih naj bi potekalo predvsem z aktivacijo cAMP-
signalne poti (Pellerin in sod., 1997; Hutchinson in sod., 2007; Catus in sod., 2011). Rezultati 
naše študije pa kažejo, da je pomemben sprožilec aerobne glikolize tudi Ca2+. 
Predhodne študije so pokazale, da stimulacija astrocitov z NA, pomembnim regulatorjem 
presnove v CŽS (O'Donnell in sod., 2012), aktivira tako Ca2+ kot cAMP-signalno pot ter zviša 
[glukoza]i in [laktat]i. (Hertz in sod., 2010; Prebil in sod., 2011b; Horvat in sod., 2017; Vardjan 
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in sod., 2018). Pokazano je bilo, da je privzem glukoze in tvorba laktata v astrocitih povezana 
predvsem z aktivacijo β-AR/cAMP-signalne poti (Pellerin in sod., 1997; Hutchinson in sod., 
2007; Catus in sod., 2011). Vendar pa so naše študije pokazale, da stimulacija β-AR s 
selektivnim agonistom Iso v astrocitih ne povzroči značilnega dviga v [glukoza]i in [laktat]i 
(nakazuje se trend), temveč je za statistično značilen porast v [glukoza]i in [laktat]i potrebna še 
sočasna aktivacija α1-AR (Horvat in sod., 2021). Do robustnega porasta v [glukoza]i in [laktat]i 
je prišlo tudi po stimulaciji astrocitov z ATP (Slika 22), agonistom purinergičnih receptorjev 
(Horvat in sod., 2021), katerih aktivacija povzroči le dvig [Ca2+]i, na dvig [cAMP]i pa ne vpliva 
(Shao in McCarthy, 1995). Porast v [glukoza]i in [laktat]i pa je povzročila tudi stimulacija 
astrocitov s Ca2+-ionoforom ionomicinom. Ti rezultati potrjujejo pomembno vlogo Ca2+ v 
presnovi glukoze in procesu aerobne glikolize v astrocitih (Horvat in sod., 2021).  
Ca2+ lahko v astrocitih uravnava glikolizo preko aktivacije od Ca2+-odvisne protein kinaze C, ki 
fosforilira glukozni transport GLUT1 na membrani astrocita in poveča njegovo prepustnost za 
glukozo (Lee in sod., 2015) ali preko aktivacije od Ca2+/kalmodulina-odvisnih protein kinaz, 
npr. glikogen fosforilaza kinazo, ki aktivira glikogen fosforilazo in s tem glikogenolizo 
(Ververken in sod., 1982; Obel in sod., 2012; Muller in sod., 2014). Porast v [laktat]i (ne pa 
[glukoza]i) po dodatku agonista α1-AR PE je bil večji v astrocitih, ki smo jih predhodno 
stimulirali s selektivnim agonistom β-AR, kar kaže na pomembnost cAMP-signalne poti v 
aerobni glikolizi. Skladno s tem je aktivnost od Ca2+-odvisne glikogen fosforilaza kinaze, ki 
aktivira glikogen fosforilazo, v miocitih močno povečana ob porastu [Ca2+]i in sočasnem porastu 
cAMP (Hertz in Chen, 2017). Zaključimo lahko, da je za tvorbo laktata v procesu aerobne 
glikolize v astrocitih potrebno sinergistično delovanje obeh tipov AR, potrebna je sočasna 
aktivacija Ca2+- in cAMP-signalne poti.  
Pokazano je bilo, da se privzem glukoze iz zunajceličnine preko transporterja GLUT1 poveča 
po aktivaciji α1-AR/Ca
2+-signalne poti (Lee in sod., 2015). Da bi preverili, ali je za porast 
[glukoza]i in [laktat]i po dodatku agonista α1-AR potrebna zunajcelična glukoza, smo celice 
stimulirali v odsotnosti zunajcelične glukoze. Porast v [glukoza]i in [laktat]i (Slika 20) v 
odsotnosti zunajcelične glukoze je bil močno zmanjšan, kar kaže na to, da je z AR-posredovana 
aerobna glikoliza v astrocitih odvisna od privzema glukoze iz zunajceličnine. Kljub odsotnosti 
zunajcelične glukoze pa smo opazili manjši prehoden porast v [glukoza]i in [laktat]i, kar kaže 
na to, da se nekaj proste glukoze najverjetne sprosti in porabi v procesu aerobne glikolize iz 
znotrajceličnih alternativnih virov glukoze, npr. ER (Ghosh in sod., 2005; Muller in sod., 2018; 
Dienel, 2019b).  
Ocenjeno je bilo, da astrociti po aktivaciji z NA ~40 % glukoze, ki jo privzamejo iz 
zunajceličnine, vgradijo v glikogen (Walls in sod., 2009; Bak in sod., 2018). V študiji smo 
pokazali, da inhibicija glikogenskega obvoda z DAB (Walls in sod., 2009) za ~30 % zmanjša 
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porast v [glukoza]i in za ~65 % porast v [laktat]i (Slika 20) po aktivaciji astrocitov z agonistom 
α1-AR, PE. Če predpostavimo, da je DAB popolnoma inhibiral presnovo glikogena, to pomeni, 
da se ~30 % privzete glukoze preko aktivacije α1-AR/Ca
2+-signalne poti vgradi v glikogen, 
predno se nadalje presnovi v procesu aerobne glikolize.  
V celicah, ki smo jih izpostavili agonistom α1-AR in krati še agonistom β-AR, inhibicija 
glikogenskega obvoda z DAB ni zmanjšala porasta v [glukoza]i (Slika 21; je celo trend, ki 
nakazuje porast), tako kot je bilo to opaženo pri izpostavitvi celic samo agonistu α1-AR. Po 
drugi strani pa je dodatna aktivacija β-AR povsem inhibirala porast v [laktat]i ob dodatku 
agonista α1-AR. Možno je, da dodatna aktivacija β-AR/cAMP-signalne poti poveča privzem 
glukoze iz zunajceličnine (Catus in sod., 2011). 
Pokazali smo, da je Ca2+-signalna pot v astrocitih močan sprožilec mobilizacije glukoze in 
aerobne glikolize, medtem ko igra cAMP-signalna pot pri tem manjšo vlogo. Poleg tega smo 
pokazali, da je aerobna glikoliza v astrocitih odvisna od razpoložljivosti glukoze v 
zunajceličnini in aktivnosti glikogenskega obvoda. Motnje v uravnavanju Ca2+/cAMP 
signalizacije in presnove v CŽS so povezane s številnimi patologijami CŽS, med drugim 
multiplo sklerozo, Alzheimerjevo boleznijo in ALS (De Keyser in sod., 1999; Hertz in sod., 
2004; Laureys in sod., 2010; Wilson in sod., 2013; Leanza in sod., 2018; Velebit in sod., 2020). 
Kakšno vlogo imajo motnje v Ca2+-/cAMP-signalizaciji pri uravnavanju presnove astrocitov in 
presnovni podpori astrocitov nevronom v patoloških stanjih CŽS je v prihodnje potrebno še 
raziskati.      
 
5.4 ADRENERGIČNA SIGNALIZACIJA IN AEROBNA GLIKOLIZA STA SPREMENJENI 
V ASTROCITIH Z VKLJUČKI TDP-43, ZNAČILNIMI ZA ALS IN FTD 
Nedavne raziskave na živalskih modelih nevrodegenerativnih bolezni so poudarile vlogo 
nevroglije, tudi astrocitov v patogenezi ALS in FTD (Sloan in Barres, 2013; Peters in sod., 
2015). Pri ALS in FTD v citoplazmi motoričnih nevronov in tudi nevrogliji nastanejo vključki 
proteina RNA/DNA vezavnega proteina TDP-43, ki so toksični za celice (t.i. TDP-43 
proteinopatije). Molekularni mehanizmi citotoksičnosti TDP-43 vključkov še niso dobro 
poznani. Glede na to, da je med nevrodegeneracijo presnova CŽS spremenjena 
(hipometabolizem), nas je zanimalo ali prekomerno izražanje C-terminalnega fragmenta TDP-
43 (TDP-43208-414), ki vodi v nastanek patoloških citoplazemskih TDP-43 vključkov v astrocitih, 
vpliva na presnovo astrocitov in s tem morda prispeva k hipometabolizmu CŽS pri 
nevrodegeneraciji.   
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V študiji smo ugotovili, da imajo astrociti z vključki TDP-43 glede na kontrolne astrocite, ki so 
izražali TDP-43 divjega tipa, oslabljen Ca2+-odgovor (31 % zmanjšanje; Slika 23) in cAMP-
odgovor (35 % zmanjšanje) po aktivaciji z NA. Astrociti z vključki TDP-43 so izražali manj β2-
AR glede na kontrolne astrocite, medtem ko je bilo izražanje 1-AR in β1-AR nespremenjeno 
(Velebit in sod., 2020). Kljub temu, da izražanje RFP-TDP-43208-414 na količino α1-AR, ki 
aktivirajo Ca2+-signalno pot, ne vpliva, pa je zmanjšanje [Ca2+]i v teh celicah po aktivaciji z NA 
lahko posledica zmanjšana ekspresija β2-AR (Velebit in sod., 2020). Predhodne raziskave naše 
skupine so pokazale, da lahko signalni poti β-AR/cAMP in α1-AR/Ca
2+ interagirata (Horvat in 
sod., 2016). Zato lahko nižja raven izražanja β2-AR v astrocitih z vključki TDP-43 povzroči 
zmanjšan porast v [Ca2+]i po aktivaciji α1-AR po dodatku NA, kar pojasnjuje zmanjšan porast v 
[cAMP]i in [Ca
2+]i v astrocitih, stimuliranih z NA, kljub nespremenjenemu izražanju α1-AR 
(Velebit in sod., 2020).  
β2-AR/cAMP-signalna pot je v astrocitih vpletena v uravnavanje aerobne glikolize (O'Donnell 
in sod., 2012). Pričakovali smo, da bodo astrociti z vključki TDP-43 in zmanjšanim izražanjem 
β2-AR imeli zmanjšano stopnjo aerobne glikolize po aktivaciji z NA. Vendar pa je bila 
amplituda in hitrost porasta [laktat]i po dodatku NA enaka pri astrocitih z in brez TDP-43 
vključkov (Velebit in sod., 2020), pri tem, da se je verjetnost aktivacije aerobne glikolize celo 
povečala (za 1,6-krat) v astrocitih z vključki TDP-43 (Velebit in sod., 2020). To nakazuje na 
okvaro še drugih mehanizmov uravnavanja aerobne glikolize poleg β2-AR. Ko smo astrocite z 
vključki TDP-43 stimulirali s selektivnim agonistom β-AR, Iso, je prišlo do opaznega trenda 
zmanjšanja porasta [laktat]i, saj je bila amplituda porasta [laktat]i ~2-krat manjša (P = 0,08, Slika 
24). To se sklada z nižjo ravnijo izražanja β2-AR (Velebit in sod., 2020).  
V študiji je bilo tudi pokazano, da je raven izražanja laktatnih transporterjev MCT1 zmanjšana 
v astrocitih z vključki TDP-43, kar najverjetneje zmanjša izločanje laktata iz astrocitov. To bi 
lahko pomenilo, da kljub povečani stopnji aerobne glikolize v astrocitih z vključki TDP-43, 
laktat v celicah zastaja. Transport laktata iz astrocitov z vključki TDP43 v nevrone bi bil tako 
zmanjšan in s tem presnovna podpora astrocitov nevronom, kar bi bilo za nevrone lahko 
citotoksično (Velebit in sod., 2020). 
Naše raziskave nakazujejo na zmanjšano signaliziranje astrocitov preko β2-AR/cAMP-signalne 
poti v TDP-43 proteinopatijah, kot sta ALS in FTD. Motnje uravnavanja β2-AR/cAMP-signalne 
poti so bile v preteklosti že povezane z nekaterimi patološkimi stanji CŽS, kot sta npr. multipla 
skleroza in Alzheimerjeva bolezen (Laureys in sod., 2010). Zato β2-AR, ki so udeleženi v 
uravnavanje presnove glukoze v astrocitih, predstavljajo novo tarčo za razvoj zdravil za 
zdravljenje nevrodegenerativnih bolezni (Dong in sod., 2012).   
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Cilj doktorske disertacije je bil raziskati subcelično lokalizacijo, mobilnost LK in vpliv 
zunajceličnih stresnih dejavnikov na kopičenje LK v astrocitih v kulturi ter s tem doprinesti k 
razumevanju mehanizmov, ki uravnavajo kopičenje LK v astrocitih v patoloških razmerah CŽS. 
Preverili smo tudi vpliv prostih MK preko aktivacije metabotropnih receptorjev za proste MK 
na površini astrocitov na znotrajcelično Ca2+- in cAMP-signalno pot in presnovo glukoze in 
lipidov v astrocitih. Pod konfokalnim mikroskopom in mikroskopom SIM smo z metodo 
imunocitokemije in uporabo fluorescenčnih barvil ovrednotili subcelično lokalizacijo, 
spremljali mobilnost in določili količino LK v astrocitih. Z uporabo fluorescenčnega Ca2+-
indikatorja smo spremljali relativne spremembe v [Ca2+]i in z genetsko kodirajočimi FRET-
nanosenzorji spremljali spremembe v [cAMP]i in [laktat]i v realnem času.   
Rezultate doktorske disertacije smo povzeli v naslednjih točkah: 
• LK v astrocitih so samostojni celični organeli velikosti premera ~450 nm, ki se nahajajo 
v bližini mitohondrijev in ER.  
 
• Večina LK v astrocitih se giblje neusmerjeno, predvidevamo, da pasivno s prosto 
difuzijo, le malo LK (< 5 %) izraža usmerjeno gibanje, ki najverjetneje poteka aktivno 
ob pomoči citoskeletnih elementov.  
 
• Hitrost LK v astrocitih je v rangu hitrosti poznih endolizosomov v astrocitih (~60 nm/s).  
 
• Dolgotrajno pomanjkanje hranil in z ATP-izzvano povečanje [Ca2+]i zmanjša mobilnost 
LK v astrocitih. Predvidevamo, da zmanjšana mobilnost LK omogoči boljšo interakcijo 
LK z mitohondriji ali ER. 
 
• Presnovni (delno in popolno pomanjkanje hranil, presežek prostih MK (OA in DHA) in 
laktata) in hipoksija (1 % pO2) povzročijo kopičenje LK v astrocitih na račun 
povečanega števila in velikosti LK. Predvidevamo, da kopičenje LK v astrocitih 
predstavlja mehanizem zaščite pred škodljivimi učinki prostih MK in potencialni 
energijski vir MK v obdobju pomanjkanja hranil.  
 
• Biogeneza LK je pomembna za preživetje astrocitov. Predvidevamo, da je presnova LK 
pomembna za viabilnost in/ali proliferacijo astrocitov.  
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• Neselektivni agonist AR NA, ki se v možganih sprošča iz noradrenergičnih nevronov v 
razmerah stresa, povzroči 4-kratno povečanje količine LK v astrocitih na račun 
povečanja števila in premera LK, kar kaže na kopičenje LK v astrocitih po 
noradrenergični aktivaciji. 
 
• Kopičenje LK je posledica aktivacije β- in α2-AR, ki sta sklopljena s cAMP-signalno 
potjo v astrocitih, medtem ko aktivacija α1-AR/Ca
2+-signalne poti nima bistvenega 
vpliva na količino LK v astrocitih.  
 
• Receptor prostih MK GPR40 se izraža v astrocitih v kulturi. 
 
• Stimulacija podganjih astrocitov v kulturi z endogenima agonistoma receptorjev za 
proste MK GPR40, DHA in OA, sta povzročili prehoden porast v [Ca2+]i, najverjetneje 
preko aktivacije Gq-proteinov.  
 
• Stimulacija podganjih astrocitov v kulturi z DHA, ki je endogen agonist receptorja 
GPR40, je povzročila dolgotrajno povečanje [cAMP]i, ki je lahko posledica aktivacije 
Gs-proteinov.  
 
• Stimulacija podganjih astrocitov v kulturi z DHA, je povzročila dolgotrajno povečanje 
aktivnosti od cAMP-odvisne PKA, ki je lahko posledica dviga v [cAMP]i preko 
aktivacije receptorja GPR40.  
 
• Antagonist GPR40 GW1100 za 30 % zmanjša porast v [cAMP]i po stimulaciji z DHA, 
iz česar sklepamo, da DHA aktivira z Gs-proteinom sklopljen GPR40. Možno je tudi, 
da je porast [cAMP]i po stimulaciji celic z DHA posledica aktivacije še kakšnega 
drugega z Gs-proteinom sklopljenega receptorja za proste MK na astrocitih.  
 
• Stimulacija podganjih astrocitov v kulturi z endogenim agonistom receptorja GPR40 
DHA in sintetičnim agonistom TAK875 je povzročila porast v [laktat]i, iz česar lahko 
sklepamo, da DHA v zunajceličnini deluje kot signalna molekula, ki z vezavo na GPCR 
za MK na površini astrocitov aktivira Ca2+- in cAMP-signalni poti in uravnava tvorbo 
laktata v procesu aerobne glikolize.  
 
• Odziv podganjih astrocitov v kulturi na endogeni agonist receptorja GPR40, DHA, je 
bil 1,5-krat hitrejši v porastu [laktat]i v primerjavi s sintetičnim agonistom TAK875, 
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najverjetneje zaradi razlik v strukturi in vezavnih lastnostih agonistov do receptorja 
GPR40.   
 
• Stimulacija astrocitov z agonistom α1-AR, PE in agonistom purinergičnih receptorjev, 
ATP in s tem Ca2+-signalne poti povzroči porast v [laktat]i. To kaže na pomembno vlogo 
Ca2+ pri uravnavanju aerobne glikolize v astrocitih.  
 
• Inhibicija glikogenskega obvoda z DAB za ~65 % zmanjša porast v [laktat]i po 
aktivaciji astrocitov z agonistom α1-AR, PE, kar nakazuje, da večina glukoze, ki vstopi 
v aerobno glikolizo po aktivaciji α1-AR izvira iz glikogena. 
 
• Porast v [laktat]i v odsotnosti zunajcelične glukoze je po stimulaciji astrocitov v kulturi 
z agonistom α1-AR, PE, močno zmanjšan. To nakazuje, da je z AR-posredovana 
aerobna glikoliza v astrocitih odvisna od privzema glukoze iz zunajceličnine.  
 
• Inhibicija glikogenskega obvoda z DAB ni vplivala na porast [glukoza]i po stimulaciji 
astrocitov s kombinacijo agonistov α1-AR, PE in β-AR, Iso. To nakazuje, da ob 
adrenergični aktivaciji glikogenski obvod ne vpliva na privzem glukoze v citosol 
astrocitov.  
 
• Astrociti z vključki TDP-43, značilnimi za ALS in FTD, imajo zmanjšano Ca2+-
signaliziranje po adrenergični aktivaciji glede na kontrolne astrocite. 
 
• Astrociti z vključki TDP-43, značilnimi za ALS in FTD, imajo zmanjšano stopnjo 
aerobne glikolize po β-adrenergični aktivaciji glede na kontrolne astrocite.  
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Astrociti, najštevilčnejše celice nevroglije v CŽS, izražajo številne pomembne funkcije v 
zagotavljanju homeostaze CŽS (Weber in Barros, 2015), med drugim so aktivno vključeni v 
presnovo v CŽS (Belanger in sod., 2011; Verkhratsky in Nedergaard, 2018). Idealna anatomska 
razporeditev med krvnimi kapilarami in nevroni jim omogoča privzem glukoze iz krvnega 
obtoka, ki jo lahko kot energijski substrat posredujejo nevronom ali pa jo v procesu glikogeneze 
vgradijo v glikogen (Hertz in sod., 2007; Belanger in sod., 2011; Falkowska in sod., 2015). Ob 
povečani aktivnosti nevronov ali v razmerah hipoksije lahko astrociti v procesu aerobne 
glikolize glikogen presnavljajo do laktata (Prebil in sod., 2011a; Kreft in sod., 2012), ki ga, 
skladno s hipotezo o izmenjavi laktata, kot vir energije lahko posredujejo nevronom (Stobart in 
Anderson, 2013). V možganih poteka tudi presnova lipidov s pomočjo β-oksidacije prostih MK 
v mitohondrijih (Panov in sod., 2014; Romano in sod., 2017), vendar pa je vloga astrocitov pri 
tem še nejasna.  
Astrociti lahko vsebujejo LK (Falchi in sod., 2013; Tavčar, 2018), ki so v celicah skladišča 
nevtralnih lipidov (TAG in sterolnih estrov) (Walther in Farese, 2012). Pokazano je bilo, da je 
prisotnost LK v astrocitih značilna za patološke procese (Liu in sod., 2015; Pennetta in Welte, 
2018; Petan in sod., 2018), vendar so mehanizmi nastanka in vloga LK v astrocitih še 
neraziskani. Poleg tega je bila v možganih z metodama imunohistokemije in RT-qPCR potrjena 
prisotnost metabotropnega receptorja za proste MK GPR40, ki se izraža tudi v astrocitih 
(Briscoe in sod., 2003; Ma in sod., 2008; Mao in sod., 2019), kar kaže na to, da se astrociti lahko 
odzivajo na prisotnost prostih MK v zunajceličnini preko aktivacije znotrajceličnih signalnih 
poti. Pokazano je bilo, da lahko astrociti sintetizirajo DHA (Moore in sod., 1991; Williard in 
sod., 2001; Strokin in sod., 2003; Bewicz-Binkowska in sod., 2019), ω-3 polinenasičeno MK s 
pomembno vlogo v signalni transdukciji, nevronski plastičnosti in splošni zaščiti možganskih 
celic (Heras-Sandoval in sod., 2016; Lacombe in sod., 2018), ki jo astrociti lahko izločajo in 
posredujejo nevronom (Yamashima, 2008). Briscoe in sod. (2003) so pokazali, da se DHA z 
visoko afiniteto veže na receptor GPR40, ki je sklopljen s Ca2+- in cAMP-signalno potjo (Hauge 
in sod., 2015), zato bi v možganih lahko delovala kot signalna molekula in na ta način aktivirala 
znotrajcelične signalne poti. Signalizacija lipidov preko receptorjev za MK je v astrocitih slabo 
raziskana.  
Cilj doktorske naloge je bil ovrednotiti subcelično lokalizacijo LK in njihovo mobilnost ter vpliv 
presnovnega stresa in hipoksije na kopičenje LK v astrocitih, s čimer smo pripomogli k 
razumevanju mehanizmov tvorbe LK v astrocitih v patoloških razmerah CŽS. Preverili smo tudi 
prisotnost receptorja prostih MK GPR40 v podganjih astrocitih v kulturi in njihov odziv na 
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akutno draženje z endogenim in sintetičnim agonistom receptorja GPR40, DHA in TAK875 ter 
aktivacijo znotrajceličnih signalnih poti s sekundarnima prenašalcema Ca2+ in cAMP, ki bi v 
astrocitih lahko aktivirala presnovo glukoze in lipidov.   
Poskuse smo izvajali na celični kulturi podganjih astrocitov in organotipskih možganskih 
kulturah iz odraslih podgan. Z uporabo imunocitokemije in fluorescenčnih označevalcev smo 
določili subcelično lokalizacijo in mobilnost LK v astrocitih v kulturi. Vpliv zunajceličnih 
stresnih dejavnikov (presnovni stres in hipoksija) na kopičenje LK, njihovo velikost in število 
LK smo z uporabo selektivnih fluorescenčnih označevalcev za nevtralne lipide (barvili Nile Red 
in BODIPY 493/503) ovrednotili s pomočjo konfokalne mikroskopije in mikroskopije SIM. 
Dinamiko [Ca2+]i v astrocitih smo spremljali z uporabo fluorescenčnega Ca
2+-indikatorja Fluo-
4, AM pod konfokalnim mikroskopom v realnem času. Spremembe v [cAMP]i in [laktat]i smo 
spremljali s pomočjo FRET-nanosenzorjev Epac1-camps in Laconic, ki smo ju v celice vnesli z 
lipofekcijo in jih v realnem času opazovali pod fluorescenčnim mikroskopom.  
Ugotovili smo, da so LK v astrocitih samostojni celični organeli, ki so prisotni v bližini 
mitohondrijev, kjer poteka -oksidacija MK, in ER, kjer praviloma poteka de novo sinteza LK. 
Delež kolokalizacije LK z mikromešički podobnimi sinaptičnim mešičkom, peptidergičnimi 
mešički in lizosomi je bil v astrocitih nizek (< 10 %). Poleg tega je bil nizek tudi delež 
kolokalizacije LK z avtofagosomi, kar kaže na to, da razgradnja LK v astrocitih najverjetneje 
poteka s pomočjo citosolnih lipaz, pri čemer se sproščajo proste MK, ki se lahko v procesu β-
oksidacije v mitohondrijih porabijo za pridobivanje energije npr. v razmerah pomanjkanja 
hranil. Inhibicija encimov de novo biogeneze LK, DGAT1 in DGAT2, je povzročila ~40 % 
zmanjšanje števila astrocitov v kulturi, kar kaže na to, da so LK v astrocitih pomembne za 
vzdrževanje viabilnosti in/ali proliferacije.   
V nadaljevanju smo želeli preveriti, kako pomanjkanje hranil in draženje astrocitov z ATP, ki 
povzroči mobilizacijo Ca2+ iz znotrajceličnih zalog v citosol, vplivajo na mobilnost LK v 
astrocitih v kulturi. Ugotovili smo, da se večina LK v astrocitih giblje neusmerjeno (MD < 
1 µM) s prosto difuzijo, s hitrostjo ~60 nm/s, kar je v rangu hitrosti poznih endolizosomov. Manj 
kot 5 % LK izraža usmerjeno gibanje (MD > 1 µM), s povprečno hitrostjo ~110 nm/s, ki lahko 
poteka aktivno ob pomoči citoskeletnih elementov. Pomanjkanje hranil je značilno zmanjšalo 
ovrednotene parametre mobilnosti, TL (prepotovano pot) za ~18 %, MD (najdaljši odmik na 
poti) za ~29 % in hitrost za ~17 %. Draženje astrocitov z ATP in posledičen dvig [Ca2+]i je 
povzročilo zmanjšanje vseh parametrov mobilnosti LK, TL za ~9 %, MD za ~12 % in hitrost za 
~17 %. Z ATP-izzvan dvig [Ca2+]i v celicah, izpostavljenih stradanju, ni značilno vplival na 
parametre mobilnosti, so se pa značilno razlikovali s kontrolnimi celicami, TL za ~10 %, MD 
za ~19 % in hitrost za ~9 %. Predvidevamo, da zmanjšana mobilnost LK ugodno vpliva na 
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interakcije LK z mitohondriji in ER za učinkovito izmenjavo lipidov v procesu razgradnje ali 
de novo sinteze LK, v času stradanja in/ali povečanih energijskih zahtev nevronov.  
Astrociti v CŽS vzdržujejo homeostazo in zagotavljajo presnovno podporo nevronom. Da bi 
ugotovili, kako presnovni stres in hipoksija, ki sta lahko prisotna v možganskih patologijah, 
vplivata na kopičenje LK v astrocitih, smo astrocite v kulturi in organotipskih možganskih 
kulturah izpostavili pomanjkanju hranil, presežku prostih MK, laktatu in hipoksiji (1 % pO2). 
Ugotovili smo, da omenjeni zunajcelični stresni dejavniki nekajkrat povečajo količino LK v 
astrocitih na račun povečanja velikosti in števila LK. Predvidevamo, da LK v razmerah 
pomanjkanja hranil služijo kot vir prostih MK, ki se lahko v procesu β-oksidacije v 
mitohondrijih porabijo kot alternativni vir energije ali pa presnovijo do ketonskih telesc, ki jih 
astrociti lahko izločijo v zunajcelični prostor, kjer jih kot energijski substrat v razmerah 
hipoglikemije lahko porabijo nevroni. Poleg tega lahko laktat v astrocitih služi tudi kot substrat 
za sintezo MK, z vključevanjem presežka prostih MK v LK pa se astrociti zaščitijo pred 
citotoksičnostjo prostih MK in peroksidiranih lipidov.  
Astrociti so v CŽS glavna tarča NA, ki se sprošča v stresnih razmerah. NA z vezavo na 
adrenergične receptorje (α1-, α2-, β1,2,3) na površini astrocitov, vpliva na spremembe v 
znotrajceličnih signalnih poteh Ca2+ in cAMP, preko katerih se v astrocitih uravnava tudi 
presnova glukoze. V nalogi smo zato želeli preveriti vpliv aktivacije AR na presnovo lipidov 
oz. tvorbo LK. Ugotovili smo, da dolgotrajna izpostavitev astrocitov v kulturi NA povzroči ~4-
kratno povečanje količine LK, ki je najverjetneje posledica aktivacije β- in α2-AR oziroma 
aktivacije cAMP-signalne poti. Povečata se tako število LK kot tudi njihov premer. Aktivacija 
α1-AR in s tem Ca
2+-signalna pot ni značilno vplivala na kopičenje LK. Predvidevamo, da 
aktivacija cAMP-signalne poti, ki je v astrocitih vpletena v proces glikogeneze, vpliva tudi na 
kopičenje LK, ki lahko v razmerah pomanjkanja hranil ali povečanih energijskih zahtev 
nevronov predstavljajo alternativni vir energije in tako omogočijo boljše preživetje celic.   
V naslednjem sklopu poskusov nas je zanimalo ali podganji astrociti v kulturi na svoji površini 
izražajo metabotropne receptorje za proste MK, GPR40 in kako endogeni in sintetični agonisti 
receptorja GPR40 vplivajo na znotrajcelično Ca2+- in cAMP-signalno pot ter presnovo glukoze. 
Z metodo imunocitokemije smo potrdili izražanje receptorja za proste MK GPR40 na površini 
astrocitov v kulturi. 
V nadaljevanju smo astrocite dražili z endogenima agonistoma receptorja GPR40, DHA in OA, 
in na osnovi predhodne označitve astrocitov s Ca2+-indikatorjem Fluo-4, AM opazovali 
spremembe v [Ca2+]i. Ugotovili smo, da akutno draženje astrocitov z DHA in OA povzroči 
prehoden dvig v [Ca2+]i, ki je lahko posledica aktivacije proteina Gq receptorja GPR40 in IP3-
signalne poti.  
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Pokazali smo tudi, da akutno draženje astrocitov v kulturi z endogenim agonistom receptorja 
GPR40, DHA, povzroči dolgotrajen porast v [cAMP]i, ki je lahko posledica aktivacije Gs-
proteina receptorja GPR40. Stimulacija astrocitov v kulturi z DHA povzroči tudi dolgotrajno 
povečanje aktivnosti od cAMP-odvisne PKA, ki je lahko posledica aktivacije proteina Gs, 
sklopljenega z receptorjem GPR40. Da je porast v [cAMP]i po draženju z DHA vsaj delno 
posledica aktivacije receptorja GPR40, ki naj bi bil sklopljen tudi s proteini Gs, smo preverili 
tako, da smo astrocite predhodno pred draženjem z DHA, inkubirali z inhibitorjem receptorja 
GPR40 GW1100, kar je povzročilo 30 % manjši odziv v [cAMP]i kot v astrocitih po draženju 
zgolj z DHA, kar kaže na to, da je porast [cAMP]i po dodatku DHA sklopljena z aktivacijo 
receptorja GPR40. Zanimivo je, da je že samo draženje astrocitov z antagonistom receptorja 
GPR40 GW1100 povzročilo dolgotrajen eksponenten dvig v [cAMP]i, kar kaže na to, da je 
GW1100 morda mešani agonist/antagonist. Gre za ligande, ki na določen tip receptorja delujejo 
kot agonisti, na drugi tip pa kot antagonisti, ali pa v nekaterih tkivih delujejo kot agonisti, v 
drugih pa kot antagonisti (Hoskin in Hanks, 1991; Campbell in Smrcka, 2018).  
Aktivacija Ca2+- in cAMP-signalne poti v astrocitih sproži proces glikogenolize in tvorbo laktata 
v procesu aerobne glikolize, ki ga lahko astrociti posredujejo nevronom kot energijski substrat. 
V nadaljevanju smo zato želeli preveriti vpliv aktivacije GPR40 na presnovo glukoze v 
astrocitih. Podganje astrocite v kulturi smo najprej akutno dražili z endogenim agonistom 
receptorjev GPR40 DHA, kar je povzročilo porast v [laktat]i, kar kaže na to, da bi lahko 
aktivacija receptorja GPR40 preko proteina Gs /cAMP-signalne poti vplivala na tvorbo laktata 
v astrocitih, pri tem pa bi lahko sodelovala tudi Ca2+-signalna pot. Tudi selektivni sintetični 
agonist receptorja GPR40 TAK875 je povzročil dolgotrajen porast v [laktat]i, kar dodatno 
nakazuje, da je sinteza laktata v astrocitih lahko povezana z aktivacijo receptorjev GPR40. Ca2+- 
in cAMP-signalna pot v astrocitih lahko vplivata na razgradnjo glikogena in glikolitično sintezo 
laktata, ki ga lahko astrociti prenesejo v zunajcelični prostor, kjer ga med drugim lahko 
privzamejo nevroni in ga uporabijo kot energijski substrat ob visokih energijskih zahtevah (npr. 
med povečano sinaptično aktivnostjo).  
Ovrednotiti smo prispevek Ca2+- in/ali cAMP-signalne poti pri mobilizaciji proste glukoze in 
aerobne glikolize v astrocitih. Stimulacija podganjih astrocitov v kulturi z ATP (agonistom 
purinergičnih receptorjev) in agonistom α1-AR, PE, ki povzročita dvig v [Ca
2+]i, je povzročila 
dvig v [laktat]i, kar kaže na pomembno vlogo Ca
2+ v procesu uravnavanja aerobne glikolize v 
astrocitih. Pokazali smo tudi, da je porast v [laktat]i po dodatku agonista α1-AR, PE, v odsotnosti 
zunajcelične glukoze močno zmanjšan, kar kaže na to, da je z AR-posredovana aerobna glikoliza 
v astrocitih odvisna od privzema glukoze iz zunajceličnine. Poleg tega je stimulacija astrocitov 
s PE v prisotnosti DAB (inhibitor glikogenskega obvoda) povzročila manjši porast v [laktat]i, 
kar kaže na to, da del glukoze, ki vstopa v proces s PE-posredovane aerobne glikolize, izvira iz 
glikogena.  
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Pokazali smo tudi, da znotrajcelični vključki TDP-43, ki se pojavljajo v določenih patoloških 
stanjih (npr. ALS in FTD) vplivajo na adrenergično aktivacijo Ca2+-signalne poti in na 
uravnavanje aerobne glikolize v astrocitih. Ca2+-signalna pot je po stimulaciji z NA v astrocitih 
z vključki TDP-43 oslabljena. Vključki TDP-43 v astrocitih po aktivaciji β-AR značilno 
vplivajo na potek aerobne glikolize, saj pride do zmanjšanega porasta v [laktat]i.   
Doktorska disertacija je pripomogla k boljšemu razumevanju dinamike LK in mehanizmov 
tvorbe ter vloge LK v astrocitih v patoloških razmerah CŽS. V nadaljevanju bi lahko preverili 
vpliv stresnih dejavnikov na tvorbo LK v CŽS v modelnih organizmih z 
genotipskim/fenotipskim izražanjem patologij CŽS ter podrobneje proučili molekularne 
mehanizme uravnavanja tvorbe LK. Prav tako smo pripomogli k boljšemu razumevanju z DHA-
posredovane znotrajcelične Ca2+- in cAMP-signalne poti, ki lahko vsaj delno potekata preko 
aktivacije receptorjev GPR40 na površini astrocitov. Pripomogli smo tudi k boljšemu 
razumevanju vpliva aktivacije z DHA-posredovanih signalnih poti na presnovo glukoze v 
astrocitih v kulturi. Raziskavo bi lahko razširili tudi na preparate in situ in in vivo in s tem 
pridobili relevantnejši vpogled v vlogo citoplazemske vzdražnosti astrocitov po aktivaciji 
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Astrocytes, the most abundant subtype of glial cells in the central nervous system (CNS), exert 
many essential housekeeping functions, including the regulation of CNS homeostasis (Weber 
and Barros, 2015) and are also actively involved in the CNS energy metabolism (Bélanger et 
al., 2011; Verkhratsky and Nedergaard, 2018). Astrocyte processes surround blood capillaries 
and neuronal synapses and are therefore ideally positioned to transport nutrients, such as 
glucose, from the systemic circulation to neurons and to store the blood-derived glucose in the 
form of glycogen (Hertz et al., 2007; Bélanger et al., 2011; Falkowska et al., 2015). During 
increased neuronal activity or hypoxia, astrocytes metabolize glycogen to glucose and further 
to lactate in the process of aerobic glycolysis (Prebil et al., 2011; Kreft et al., 2012). Lactate can 
be shuttled from astrocytes to neurons though monocarboxylate transporters or ion channels, 
where it is oxidized to fulfil neuronal energy requirements, according to the astrocyte-neuron 
lactate shuttle hypothesis (Stobart and Anderson, 2013). It has been reported, that FA β-
oxidation in mitochondria could contribute up to 20% of the total brain energy requirements 
(Ebert et al., 2003; Panov et al., 2014; Romano et al., 2017), but the role of astrocytes in this 
process is still largely unexplored.  
Astrocytes can contain lipid droplets (LDs) (Falchi et al., 2013; Tavčar, 2018), specialized 
organelles for neutral lipid storage (triacylglycerols and sterol esters) surrounded by a 
phospholipid monolayer and various associated proteins (Walther and Farese, 2012). The 
presence of LDs in astrocytes has recently been shown to be involved in various pathological 
processes (Liu et al., 2015; Pennetta and Welte, 2018; Petan et al., 2018), but the mechanisms 
and the role of LD in astrocytes remain elusive. The presence of metabotropic free FA receptor 
GPR40 was confirmed in the brain by immunohistochemistry and RT-qPCR methods, also in 
astrocytes (Briscoe et al., 2003; Ma et al., 2008; Mao et al., 2019), suggesting that astrocytes 
may respond to the presence of free FA in the extracellular space through activation of 
intracellular signalling pathways. Astrocytes can also synthesize docosahexaenoic acid (DHA) 
(Moore et al., 1991; Williard et al., 2001; Strokin et al., 2003; Bewicz-Binkowska et al., 2019), 
ω-3 polyunsaturated FA (PUFA) with an important role in signal transduction, neuronal 
plasticity and protection of the brain cells (Heras-Sandoval et al., 2016; Lacombe et al., 2018), 
which astrocytes can transmit to neurons (Yamashima, 2008). Briscoe et al. (2003) showed, that 
DHA has a high affinity for GPR40 receptor, which is coupled to Ca2+- and cAMP-signalling 
pathway (Hauge et al., 2015), and therefore can act as signalling molecule via activation of 
aforementioned signalling pathways. Lipid signalling through GPR40 receptor is in astrocytes 
poorly understood.  
The aim of the doctoral thesis was to evaluate the subcellular localization of LDs and LD 
mobility. Furthermore, we wanted to explore the effect of metabolic and oxidative stress on LD 
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accumulation in astrocytes, thus helping to understand the mechanisms of LD formation in 
astrocytes in CNS pathologies. We also confirmed the expression of the free FA receptor GPR40 
in cultured rat astrocytes and studied astrocytes response to acute stimulation with endogenous 
and synthetic GPR40 agonists, DHA and TAK875 in the activation of intracellular Ca2+- and 
cAMP-signalling pathways, which could in astrocytes influence glucose metabolism and also 
lipid metabolism.    
Experiments were conducted on the cell cultures of cortical rat astrocytes and organotypic brain 
slice cultures from adult rats. Using immunocytochemistry and cellular fluorescent markers we 
determined the subcellular localization of LDs and LD mobility. The influence of extracellular 
stressors (metabolic and oxidative stress) on LD accumulation, LD diameter and number of LDs 
in a cell was evaluated using specific fluorescent dyes for neutral lipids (Nile Red and BODIPY 
493/503). The dynamics of Ca2+-signalling was observed using a fluorescent Ca2+-indicator 
Fluo-4, AM dye under confocal microscope. Real-time changes in [cAMP]i and [lactate]i were 
monitored in astrocytes transfected with FRET-based nanosensors Epac1-camps and Laconic, 
respectively.  
Here we show that LDs in astrocytes are independent intracellular organelles positioned in close 
proximity of mitochondria, where -oxidation of free FA takes place, and endoplasmic 
reticulum, where de novo synthesis of LDs is believed to take place. The colocalization of LDs 
with small synaptic-like microvesicles (sSLMV), peptidergic vesicles and lysosomes was 
negligible (< 10%). Furthermore, we did not find any significant colocalization between LDs 
and autophagosomes (LC3 protein marker), suggesting that LD degradation in astrocytes is most 
likely mediated by cytosolic lipases, releasing free FA which can be metabolized in the process 
of β-oxidation in mitochondria for example during nutrient scarcity. When de novo biogenesis 
of LDs was attenuated by inhibition of DGAT1 and DGAT2 enzymes, the astrocyte cell number 
was reduced by ~40%, suggesting that LDs in astrocytes are important for maintenance of cell 
viability and/or proliferation.    
Next, we wanted to evaluate the effect of nutrient deprivation and ATP-stimulation, which 
mobilizes Ca2+ from intracellular stores to the cytosol, affects LD mobility in cultured 
astrocytes. As a result, most LDs in astrocytes exhibited non-directional mobility (MD < 1 µm, 
passive diffusion) with average velocity ~60 nm/s, which is in range of late endolysosomes. 
Less than 5% of LDs exhibited directional mobility (MD > 1 µm) with average velocity of ~110 
nm/s, supposedly along cytoskeletal elements. Nutrient deprivation significantly reduced the 
evaluated parameters of mobility, TL (track length, the pathway that individual LDs travelled) 
by ~18%, MD (maximal displacement, the farthest translocation of LDs) by ~29% and velocity 
by ~17%. Astrocyte ATP-stimulation and subsequent rise in the [Ca2+]i significantly decreased 
the observed parameters of mobility, TL by ~9%, MD by ~12% and velocity by ~17%. In 
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starved cells, we observed no significant effect of ATP on mobility parameters. However, the 
parameters of mobility in ATP-stimulated starved cells differed significantly compared to 
control cells upon ATP-stimulation, TL by ~10%, MD by ~19% and velocity by 19%. We 
conclude that limited mobility of LDs in astrocytes has beneficial effect on the interactions of 
LDs with mitochondria and endoplasmic reticulum, thus enabling efficient exchange of lipids 
during LD degradation or de novo synthesis, respectively, for example during nutrient 
deprivation and/or increased neuronal energy requirements.  
In the CNS, astrocytes maintain homeostasis and provide metabolic support of neurons. To 
determine how metabolic and oxidative stress, which may be present in CNS pathologies, affect 
the accumulation of LDs in astrocytes, we exposed cultured astrocytes and astrocytes in 
organotypic brain tissue cultures to nutrient deprivation, excess of free FA (oleic acid and DHA) 
and lactate and hypoxia (1% pO2). As a result, those extracellular stressors several times 
increased the amount of LDs in astrocytes, increasing the diameter and number of LDs. Based 
on these results, we assume, that during nutrient deprivation, LDs can serve as a source of free 
FAs, which can be used as an alternative energy source in the process of β-oxidation in 
mitochondria or metabolized to ketone bodies, and shuttled from astrocytes to neurons and used 
as an energy source e.g., during hypoglycaemic CNS state. Lactate in astrocytes can serve as a 
substrate for FA synthesis. By incorporation of free FA into LDs, astrocytes protect themselves 
from detrimental effects of free FA cytotoxicity and lipid peroxidation.   
Astrocytes are the main target of the locus coeruleus-noradrenergic system, which is activated 
in the CNS during stress conditions. Noradrenaline (NA), released from NA-neurons, binds to 
adrenergic receptors (α1-, α2-, β1,2,3) on the surface of astrocytes and activate intracellular Ca
2+- 
and cAMP-signalling pathways, thus regulating glucose metabolism in astrocytes. Therefore, 
we wanted to examine the effect of AR-activation also on lipid metabolism (i.e., LD 
accumulation) in astrocytes. Results revealed that prolonged (24 h) exposure of cultured 
astrocytes to NA causes ~4-fold increase in LD accumulation, most likely through activation of 
β- and α2-AR i.e. cAMP-signalling pathway. NA increased the average number of LD per cell 
and LD diameter. Activation of α1-AR/Ca
2+-signalling pathway did not affect the amount of LD. 
Based on these results we assume that the activation of cAMP-signalling pathway, which is in 
astrocytes involved in the process of glycogenesis, also regulates the formation of LDs. LDs can 
therefore represent an alternative source of energy during prolonged CNS stress e.g., during 
increased neuronal energy requirements or in times of nutrient deprivation to sustain cell 
viability.  
In the next set of the experiments we investigated whether astrocytes in culture express 
metabotropic free FA receptor GPR40 on their surface and whether endogenous and synthetic 
GPR40 receptor agonists affect the intracellular Ca2+- and cAMP-signalling pathway and 
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glucose metabolism. Using immunocytochemistry, we confirmed the expression of GPR40 
receptor in cultured astrocytes.  
Astrocytes were stimulated with the endogenous agonists of GPR40 receptor, DHA or OA, and 
real-time changes in [Ca2+]i were measured using fluorescent calcium indicator Fluo-4, AM. We 
show that acute stimulation of cultured astrocytes with DHA or OA causes a transient rise in 
[Ca2+]i, which may be due to the activation of Gq-protein of the GPR40 receptor and subsequent 
activation of IP3-signaling.  
Acute DHA stimulation of cultured astrocytes also causes persistent increase in [cAMP]i, which 
may be due to the activation of Gs-protein of the GPR40 receptor. Stimulation of astrocytes in 
culture with DHA causes a persistent increase in cAMP-dependent PKA activity, probably 
through activation of Gs-proteins/GPR40 receptor. To verify whether the observed increase in 
[cAMP]i was at least in part due to the activation of GR40 receptor, which is believed to be 
coupled with Gs-protein, we exposed astrocytes to GPR40 receptor antagonist GW1100 prior to 
DHA stimulation. Pre-exposure of astrocytes to GPR40 receptor antagonist GW1100 resulted 
in 30% lower rise in [cAMP]i after DHA stimulation compared to cAMP-response after DHA 
treatment alone. Astrocytes stimulation with GPR40 receptor antagonist alone resulted in a 
persistent exponential increase in [cAMP]i indicating that GW1100 antagonist might act as a 
mixed agonist/antagonist. Those are ligands that act on one receptor type as an agonist and on 
the other as an antagonist or they act as agonists in some tissues and as antagonists in other 
tissues (Hoskin and Hanks, 1991; Campbell and Smrcka, 2018). 
In astrocytes, activation of cAMP-signalling pathway triggers glycogen degradation and 
activation of aerobic glycolysis, resulting in lactate formation which can be further shuttled to 
neurons and used as an energy substrate. Therefore, we wanted to examine the effect of GPR40 
activation on astrocytes glucose metabolism. Astrocytes in culture, expressing FRET-based 
nanosensor Laconic, were first stimulated with an endogenous GPR40 receptor agonist DHA, 
which resulted in increase in [lactate]i, suggesting the involvement of GPR40-mediated increase 
in [cAMP]i via Gs-protein/cAMP-signalling pathway in lactate formation in astrocytes, although 
Ca2+-signalling pathway might have a role as well. Selective synthetic GPR40 receptor agonist 
TAK875 also induced a significant persistent increase in [lactate]i, further suggesting 
involvement of GPR40 receptor in the lactate synthesis. Ca2+- and cAMP-signalling pathway in 
astrocytes can trigger glycogenolysis and glycolytic synthesis of lactate. Lactate can be released 
from astrocytes to the extracellular space, where it can be taken up by neurons and used as an 
energy source in times of high energy requirements (e.g., during increased synaptic activity).  
We evaluated the contribution of Ca2+- and cAMP-signaling pathways in the mobilisation of 
free glucose and aerobic glycolysis in astrocytes. Stimulation of cultured rat astrocytes with 
ATP (purinergic receptor agonist) and α1-AR agonist, PE, which cause an increase in [Ca
2+]i, 
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resulted in an increase in [lactate]i, indicating an important role of Ca
2+ in the process of aerobic 
glicolysis in astrocytes. We also showed that the increase in [lactate]i after the addition of α1-
AR agonist, PE, is greatly reduced in the absence of extracellular glucose, suggesting that AR-
mediated aerobic glycolisys in astrocytes depends on the extracellular gluocose uptake. In 
addition, stimulation of astrocytes with PE in presence of DAB (glycogen shunt inhibitor) 
resulted in a small increase in [lactate]i, suggesting that at least part of the glucose, entering the 
PE-mediated aerobic glycolysis, is derived from glycogen.   
We have also shown that astrocytes with TDP-43 inclusions, that are present at certain 
pathological conditions (e.g., ALS and FTD) affect the AR-mediated Ca2+-signaling pathway 
and the regulation of aerobic glycolysis. Ca2+-signaling pathway is impaired in astrocytes with 
TDP-43 inclusions after stimulation with NA. Aerobic glycolysis is in astrocytes with TDP-43 
inclusions after activation of β-AR not significantly altered, but there is a trend towards a 
reduction in [lactate]i.   
This doctoral dissertation contributed to a better understanding of LD dynamics and mechanism 
of LD accumulation in astrocytes during CNS pathologies. In the future, we could address the 
effect of metabolic and oxidative stress factors on the LD accumulation in a model organism 
which expresses CNS pathological phenotype/genotype and study the molecular mechanisms of 
regulation of LD formation in more detail. We also contributed to a better understanding of 
DHA-mediated intracellular Ca2+- and cAMP-signalling pathways, which may be a 
consequence of activation of GPR40 receptors on the surface of astrocytes. We also contributed 
to a better understanding of DHA-mediated signalling pathways on glucose metabolism in 
cultured astrocytes. The study could be extended to in situ preparations and in vivo subjects, 
gaining a more relevant insight into the role of free FA receptors on astrocyte cytoplasmic 
excitability, also in physiological and pathological conditions in the CNS.   
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Priloga A: Rezultati, prikazani v obliki preglednic, ki so v doktorski disertaciji prikazani v 
obliki stolpčnih diagramov  
Preglednica 1: Delež kolokalizacije fluorescenčno označenih celičnih organelov glede na z barvilom Nile Red-
označene LK v podganjih astrocitih v kulturi 
Table 1: Percentage of colocalization between fluorescently labelled cellular organelles compared to Nile 
Red-stained LDs in cultured rat astrocytes 
Označevalec Celični organel Kolokalizacija vs. Nile Red (%) n 
Perilipin-2 LK 61,7 ± 2,0 106 
BODIPY 493/503 LK 60,5 ± 2,2 99 
MitoTracker Mitohondriji 31,5 ± 1,7 86 
Sec61β ER 37,9 ± 3,0 54 
D-serin sSLMV 6,4 ± 0,6 127 
vGLUT1 sSLMV 5,5 ±0,6 106 
ANP Peptidergični mešički 5,6 ± 0,5 101 
LysoTracker Lizosomi/kisli mešički 6,2 ± 0,8 103 
LAMP1 lizosomi 5,8 ± 0,5 99 
LC3 avtofagosomi 6,4 ±1,1 134 
LC3 stradanje avtofagosomi 8,5 ± 1,4 123 
n, število analiziranih celic; LK, lipidne kapljice; ER, endoplazemski retikulum; sSLMV, angl. “small synaptic like 
microvesicles”, majhni sinaptičnim mešičkom podobni mikromešički 
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Preglednica 2: Analiza parametrov mobilnosti lipidnih kapljic v podganjih astrocitih v kulturi po 24 h-
izpostavitvi celic stradanju, v razmerah pred stimulacijo celic z ATP in v ATP-stimuliranih razmerah. 
Table 2: Analysis of LD mobility parameters in cultured rat astrocytes after 24 h of exposure to starvation, 
under non-stimulated and under ATP-stimulated conditions.  
 kontrola 
n = 1316 
stradanje 
n = 514 
 Spon. ATP Spon. ATP 
TL µm 1,748 ± 0,013 1,587 ± 0,012* 1,437 ± 0,016* 1,425 ± 0,014# 
MD µm 0,421 ± 0,005 0,371 ± 0,004* 0,295 ± 0,004* 0,300 ± 0,004# 
Hitrost µm/s 0,058 ± 0,000 0,053 ± 0,000 0,048 ± 0,001* 0,048 ± 0,000# 
n (MD > 1 m) 48 24 0 0 
Hitrost (MD > 1 m) 
µm/s 
0,111 ± 0,005 0,104 ± 0,005 / / 
n (MD < 1 m) 1268 1292 514 514 
Hitrost (MD < 1 m) 
µm/s 
0,057 ± 0,000 0,052 ± 0,000 0,048 ± 0,001 0,048 ± 0,000 
DI 0,265 ± 0,005 0,202 ± 0,004 0,199 ± 0,005 0,236 ± 0,006 
n, število lipidnih kapljic; Spon., spontano, razmere pred stimulacijo celic z ATP; ATP, adenozin trifosfat, 
stimulacija celic z ATP; TL, prepotovana pot LK; MD, največji odmik na poti LK; MD > 1 m, usmerjeno gibanje 
LK; MD < 1 m, neusmerjeno gibanje LK; DI, indeks usmerjenosti, ki je naklon a linearne funkcije MD = MD0 + 
a × TL. *P < 0,05 vs. kontrola Spon. in #P < 0,05 vs. kontrola ATP (ANOVA, Dunn-ov test).  
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Preglednica 3: Analiza vpliva različnih zunajceličnih dejavnikov na delež z Nile Red-označene površine celic 
(ponazarja prečni optični prerez celic) in na število, obseg ter premer lipidnih kapljic v podganjih astrocitih 
v kulturi. 
Table 3: Analysis of the effect of different extracellular factors on average Nile Red-stained cell area 
(individual cell cross-sectional area) and number, perimeter and diameter of LDs in cultured rat astrocytes.  
 
Delež z Nile Red-
označene površine 
celic vs. kontrola 
Število LK na 
celico 
Obseg LK (µm) Premer LK (µm) 
kontrola 
1,00 ± 0,09 
(n = 424) 
11,37 ± 1,00 
(n = 404) 
1,36 ± 0,06 
(n = 404) 
0,43 ± 0,02 
(n = 404) 
10 mM glc (ZR) 
1,75 ± 0,15* 
(n = 109) 
18,85 ± 2,11* 
(n = 80) 
2,45 ± 0,12* 
(n = 80) 
0,78 ± 0,04* 
(n = 80) 
0 mM glc (ZR) 
2,17 ± 0,15* 
(n = 111) 
25 ± 2,37* 
(n = 76) 
2,60 ± 0,12* 
(n = 76) 
0,83 ± 0,04* 
(n = 76) 
OA 
32,20 ± 1,98* 
(n = 153) 
109,96 ± 4,99* 
(n = 140) 
3,75 ± 0,11* 
(n = 140) 
1,19 ± 0,03* 
(n = 140) 
DHA 
4,41 ± 0,43* 
(n = 104) 
50,87 ± 3,36* 
(n = 92) 
2,82 ± 0,08* 
(n = 92) 
0,90 ± 0,02* 
(n = 92) 
hipoksija 
2,13 ± 0,17* 
(n = 139) 
32,12 ±2,70* 
(n = 151) 
1,87 ± 0,07* 
(n = 151) 
0,59 ± 0,02* 
(n = 151) 
L-laktat 
4,05 ± 0,56* 
(n = 164) 
16,96 ± 1,55* 
(n = 123) 
1,77 ± 0,09* 
(n = 123) 
0,56 ± 0,03* 
(n = 123) 
D-sorbitol 
1,39 ± 0,19 
(n = 129) 
10,24 ± 1,33 
(n = 131) 
1,28 ± 0,09 
(n = 131) 
0,41 ± 0,03 
(n = 131) 
n, število analiziranih celic; LK, lipidna kapljica; 10 mM glc (ZR), zunajcelična raztopina z 10 mM glukozo; 0 mM 
glc (ZR), zunajcelična raztopina brez glukoze; OA, oleinska kislina; DHA, dokozaheksaenojska kislina. *P < 0,05 
vs. kontrola (ANOVA, Dunn-ov test). 
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Preglednica 4: Analiza vpliva pomanjkanja hranil in hipoksije na delež z BODIPY 493/503-označene 
površine GFAP-pozitivnega astrocita v kortikalnem in hipokampalnem predelu organotipskih možganskih 
kultur iz odraslih podgan.  
Table 4: Analysis of the effect of nutrient deprivation and hypoxia on the mean BODIPY 493/503-labelled 
GFAP-positive astrocyte in cortical and hippocampal area in organotypic brain cultures from adult rats. 
 Korteks Hipokampus 
 Delež z BODIPY 493/503-
označene površine astrocita vs. 
kontrola 
n Delež z BODIPY 493/503-
označene površine astrocita vs. 
kontrola 
n 
kontrola 1,00 ± 0,09 153 1,00 ± 0,14 73 
10 mM glc (ZR) 2,03 ± 0,23* 65 2,36 ± 0,24* 55 
0 mM glc (ZR) 1,54 ± 0,11* 83 2,15 ± 0,30* 61 
hipoksija 1,53 ± 0,17 107 2,00 ± 0,25* 61 
n, število analiziranih celic; kontrola, hranilno gojišče s 25 mM glukozo; 10 mM glc (ZR), raztopina umetne 
cerebrospinalne tekočine z 10 mM glukozo; 0 mM glc (ZR), raztopina umetne cerebrospinalne tekočine brez 
glukoze. *P < 0,05 vs. kontrola (ANOVA, Dunn-ov test). 
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Preglednica 5: Analiza vpliva aktivacije adrenergičnih receptorjev (AR) s posameznimi in kombinacijami 
agonistov in antagonistov AR na delež Nile Red-označene površine (ponazarja prečni optični prerez celic) 
podganjih astrocitov v kulturi.  
Table 5: Analysis of the effect of adrenergic receptor (AR) activation with individual and combination of 
AR agonists and antagonists on mean Nile Red-labelled area (individual cell cross-sectional area) of cultured 
rat astrocytes.  
 Delež Nile Red-označene 
površine celic vs. kontrola 
n 
Agonisti AR   
kontrola 1,00 ± 0,12 114 
NA 3,03 ± 0,30* 127 
Iso 2,05 ± 0,19* 118 
Dex 3,48 ± 0,29* 118 
PE 1,38 ± 0,14 94 
Iso + PE 1,87 ± 0,16* 117 
Iso + PE + Dex 1,45 ± 0,14 121 
   
Antagonisti AR   
kontrola 1,00 ± 0,14 154 
NA 4,74 ± 0,42* 98 
Prop + NA 2,97 ± 0,23*# 126 
Atip + NA 3,11 ± 0,28*# 129 
Tera + NA 3,59 ± 0,35*# 142 
Prop 0,97 ± 0,13 144 
Atip 1,01 ± 0,14 156 
Tera 0,73 ± 0,13 159 
n, število analiziranih celic; AR, adrenergični receptorji; kontrola, hranilno gojišče s 25 mM glukozo; NA, 
noradrenalin; Iso, izoprenalin; Dex, dexmedetomidin; PE, fenilefrin; Prop, propranolol; Atip, atipamezol; Tera, 
terazosin. *P < 0,05 vs. kontrola in #P < 0,05 vs. NA (ANOVA, Dunn-ov test). 
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Preglednica 6: Analiza signala Fluo-4, AM po stimulaciji astrocitov v kulturi z agonistoma receptorja 
GPR40, dokozaheksaenojsko kislino (DHA) in oleinsko kislino (OA).   
Table 6: Signal analysis of Fluo-4, AM after the stimulation of cultured rat astrocytes with GPR40 receptor 
agonists, docosahexaenoic acid (DHA) and oleic acid (OA). 





Ca2+     
kontrola  0,05 ± 0,01 0,01 ± 0,53 44 
DHA  0,60 ± 0,09*** 13,93 ± 2,55*** 65 
     
kontrola  0,10 ± 0,03 2,18 ± 1.30 10 
OA  0,99 ± 0,20** 24,18 ± 6,06P = 0,058 18 
n, število analiziranih celic; kontrola, zunajcelična raztopina, v kateri smo raztapljali agonist; DHA, 
dokozaheksaenojska kislina, agonist receptorja GPR40; OA, oleinska kislina, agonist receptorja GPR40. ***P < 
0,001, **P < 0,01 in P = 0,058 vs. kontrola (Mann-Whitney U-test).  
 
Preglednica 7: Analiza signala FRET nanosenzorja Epac1-camps po stimulaciji astrocitov v kulturi z DHA 
in predhodni aktivaciji receptorja GPR40 s selektivnim antagonistom, GW1100.  
Table 7: Signal analysis of the FRET-nanosensor Epac1-camps after the stimulation of cultured astrocytes 









cAMP     
kontrola 1,85 ± 0,40 1,48 ± 0,31 0,90 ± 0,20 24 
DHA 7,56 ± 0,71* 6,52 ± 0,64* 4,71 ± 0,71 38 
GW1100 + DHA 5,28 ± 0,62* 4,68 ± 0,69* 4,25 ± 0,80 13 
∆(CFP/YFP)max (%), povprečna maksimalna sprememba signala CFP/YFP; Kumulativna sprememba ∆(CFP/YFP), 
povprečna kumulativna sprememba v signalu CFP/YFP; ∆(CFP/YFP)/∆t (%/min), povprečna maksimalna hitrost 
porasta v signalu CFP/YFP; n, število analiziranih celic; kontrola, zunajcelična raztopina, v kateri smo raztapljali 
agonist; DHA, dokozaheksaenojska kislina; GW1100, selektivni antagonist receptorja GPR40. *P < 0,05 vs. 
kontrola (ANOVA, Dunn-ov test).  
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Preglednica 8: Analiza signalov FRET-nanosenzorja AKAR2 po stimulaciji podganjih astrocitov v kulturi 
z agonistom receptorja GPR40, DHA.   
Table 8: Signal analysis of the FRET-nanosensor AKAR2 after the stimulation of cultured rat astrocytes 









cAMP/PKA     
kontrola 1,51 ± 0,35 1,48 ± 0,36 2,11 ± 0,40 16 
DHA 3,31 ± 0,51* 3,22 ± 0,54* 5,40 ± 0,86** 25 
∆(YFP/CFP)max (%), povprečna maksimalna sprememba signala YFP/CFP; Kumulativna sprememba ∆(YFP/CFP), 
povprečna kumulativna sprememba v signalu YFP/CFP; ∆(YFP/CFP)/∆t (%/min), povprečna maksimalna hitrost 
porasta v signalu YFP/CFP; n, število analiziranih celic; kontrola, zunajcelična raztopina, v kateri smo raztapljali 
agonist; DHA, dokozaheksaenojska kislina. *P < 0,05, **P < 0,01 vs. kontrola (Mann-Whitney-jev U test).  
 
Preglednica 9: Analiza signala FRET nanosenzorja Laconic po stimulaciji astrocitov v kulturi z agonistoma 
receptorja GPR40, DHA in TAK875.  
Table 9: Signal analysis of FRET-nanosensor Laconic after the stimulation of cultured rat astrocytes with 









Laktat     
kontrola 1,37 ± 0,30 0,52 ± 0,10 0,25 ± 0,07 12 
DHA 6,81 ± 0,63*** 2,94 ± 0,33*** 4,47 ± 0,81*** 23 
kontrola 1,47 ± 0,22 0,57 ± 0,08 0,28 ± 0,04 15 
TAK875 5,18 ± 0,36*** 2,19 ± 0,17*** 3,07 ± 0,47*** 22 
∆(mTFP/Venus)max (%), povprečna maksimalna sprememba v signalu mTFP/Venus; Kumulativna sprememba 
∆(mTFP/Venus), povprečna kumulativa sprememb v signalu mTFP/Venus, ∆(mTFP/Venus)/∆t (%/min), 
povprečna maksimalna hitrost porasta v signalu mTFP/Venus; n, število analiziranih celic; kontrola, zunajcelična 
raztopina, v kateri smo raztapljali agonist; DHA, dokozaheksaenojska kislina; TAK875, selektivni agonist 
receptorja GPR40. ***P < 0,001 vs. kontrola, Mann-Whitney-jev U-test. 
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